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A continuación, se citan aquellas abreviaturas que son utilizadas más de una vez en 
diferentes apartados o subapartados del texto: 
Ac76E: Adenylyl cyclase 76E 
actin: Actin 5C 
AKT: Protein kinase B, PKB 
AMPK: AMP-activated protein kinase 
ATP: adenosine triphosphate 
BCS: bathocuproine disulfonate 
BDSC: Bloomington Drosophila Stock 
Center 
Cat: Catalase 
cDNA: complementary DNA 
cnc: cap-n-collar 
CpG: citosina-fosfoguanina 
CTCF: CCCTC-binding factor 
DMSO: dimetilsulfóxido 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
DNasa I: Desoxiribonucleasa I 
DNMT: DNA methyltransferase 
dsRNAs: double-strand RNA 
E(z): Enhancer of zeste 
eGFP: Enhanced Green Fluorescent 
Protein 
eIF4E1: eukaryotic translation initiation 
factor 4E1 
Eno: Enolase 
FAST1: frataxin antisense transcript 1 
fh: frataxin homolog 
foxo: forkhead box, sub-group O 
FRDA: ataxia de Friedreich 
FXN: frataxin 
Gclc: Glutamate-cysteine ligase catalytic 
subunit 
gDNA: genomic DNA 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GSH: glutatión 
GSK3β: glycogen synthase kinase 3b 
GstD1: Glutathione S transferase D1 
HAE: hidroxialquenales 
HDAC1: Histone deacetylase 1 
HP1: heterocromatin protein 1 
Keap1: Kelch-like ECH-associated 
protein 1 
LC3: MAP1LC3B (microtubule 
associated protein 1 light chain 3 beta) 
Luc: gen codificante de la luciferasa de 
luciérnaga 
MDA: malondialdehido 
mLST8: mammalian lethal with sec13 
protein 8 
mRNA: messenger RNA 
mTOR: mechanistic target of rapamycin 
NCBI: National Center for 
Biotechnology Information 
NLaz: Neural Lazarillo 
nos: nanos 
Nrf1: Nuclear factor erythroid 2-related 
factor 1 
Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2 
p53: cellular tumor antigen p53 
pb: pares de bases 
PBS: Phosphate-Buffered Saline 
PEV: position effect variegation 
PGC1α: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-
alpha 




phosphate 5-kinase type 1 beta 
PPARγ: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma 
PRAS40: proline-rich Akt substrate of 
40 kDa 
PRKACG: protein kinase cAMP-
activated catalytic subunit gamma 
Prx3: Peroxiredoxin 3 
Raptor: regulator-associated protein of 
the mammalian target of rapamycin 
RFeSP: Rieske iron-sulfur protein 
Rheb: Ras homolog enriched in brain 
Rictor: rapamycin-insensitive 
companion of mTOR 
RLuc: gen codificante de la luciferasa de 
renilla 
RNA: Ribonucleic acid 
RNAi: RNA interference 
RNAPII: RNA polymerase II 
ROS: reactive oxygen species 
Rp49: Ribosomal protein 49 
RTKs: receptor tyrosine kinases 
S6k: ribosomal protein S6 kinase 
Sesn: Sestrin 
Sod1: Superoxide dismutase 1 
Sod2: Superoxide dismutase 2 (Mn) 
Su(var)2-5: Suppressor of variegation 
205 
Su(var)3-9: Suppressor of variegation 3-
9 
TJP2: tight junction protein 2 
TORC1: mTOR complex 1 
TORC2: mTOR complex 2 
TPEN: N,N,N',N'-Tetrakis(2-
pyridylmethyl)ethylenediamine 
TSC1/2: Tuberous sclerosis 1/2 
TTM: tetrathiomolybdate 
UAS: Upstream Activation Sequences 
VPS34: vacuolar protein sorting 34 
wry: weary. 
Z. A. dihidrato: zinc acetato dihidrato 
α-Tub: α-Tubulin at 84B 
3-MA: 3-metiladenina 
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1 La ataxia de Friedreich 
La ataxia de Friedreich (FRDA) (OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, 
#229300; ORPHA:95) es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria que afecta al 
sistema nervioso central y al periférico, además de al corazón, el esqueleto o el sistema 
endocrino 1. Constituye la ataxia autosómica recesiva más común a nivel mundial. Su 
prevalencia se sitúa en 2-4:100000, mientras que la frecuencia de portadores asintomáticos 
está entre 1:60 y 1:100. La enfermedad puede encontrarse principalmente en Europa, Oriente 
Medio, el sur de Asia (India) y el norte de África; mientras que no se ha documentado en 
asiáticos del sudeste, africanos subsaharianos o nativos americanos 1. En la Comunidad 
Valenciana la prevalencia es de 3-4 casos cada 100000 habitantes 2. 
En 1988, Chamberlain et al. lograron localizar la mutación responsable de la enfermedad 
en el cromosoma 9 3. Posteriormente, Campuzano et al. identificaron el gen causal FXN en 
la región cromosómica 9q13 4, el cual codifica para la proteína frataxina. A partir de entonces, 
y junto a otros grupos, comenzó la labor que continúa todavía en nuestros días de 
caracterización de esta proteína y su papel en la FRDA 5. La FRDA está causada por la 
reducción de los niveles de frataxina, que en la mayoría de los pacientes se debe a la 
presencia, en homozigosis, de una expansión de las repeticiones del triplete GAA situadas en 
el intrón 1 del gen FXN 4. 
La FRDA fue descrita, por primera vez, por Nikolaus Friedreich en 1863 a partir de 6 
pacientes en dos famílias diferentes que presentaban problemas de coordinación, debilidad 
en las piernas, disartria, nistagmo, pérdida sensorial, escoliosis y deformidades en los pies 6. 
Posteriormente se describieron varios casos adicionales y presentaciones atípicas de la 
enfermedad. Durante los años 80, en el siglo XX, se desarrolló una descripción sistemática 
de los fenotipos y unos criterios estandarizados para identificar la enfermedad 7. A partir del 
aislamiento del gen FXN en 1996, estuvo disponible el diagnóstico genético y el espectro 






1.1 Clínica de la enfermedad 
La manifestación más común de la FRDA se observa en el 75% de los pacientes, mientras 
que en el resto se encuentran otros tipos de manifestaciones atípicas de la enfermedad 1. Las 
principales características clínicas de la enfermedad y los fenotipos atípicos se encuentran 
resumidos en la Tabla 1. 
La gravedad y progresión de algunos de los síntomas de la enfermedad pueden ser 
medidos periódicamente mediante instrumentos como las escalas ICARS (International 
Cooperative Ataxia Rating Scale), SARA (Scale for the Assesment and Rating of Ataxia) o 
FARS (Friedreich Ataxia Rating Scale) 8,9. 
En la ataxia de Friedreich típica, las manifestaciones neurológicas consisten en una 
ataxia progresiva que puede iniciarse desde la niñez hasta la etapa adulta temprana, 
comenzando con problemas de equilibrio al andar, seguidos de dificultades en la articulación 
del habla (disartria) y ataxia de los miembros superiores. La edad media de aparición de los 
síntomas se sitúa entre los 10 y los 15 años 10. La ataxia de la marcha es el síntoma más 
temprano en la inmensa mayoría de los casos, y ésta y otras manifestaciones neurológicas, 
resultan de la degeneración progresiva de los ganglios de la raíz dorsal, columnas posteriores, 
tractos corticoespinales, tractos espinocerebelares dorsales de la médula espinal y del 
cerebelo 1. 
La debilidad muscular es un síntoma frecuente, siendo notable en los extensores y 
abductores de la cadera y, a medida que progresa la enfermedad, se hace más evidente en los 
miembros distales. La disfagia es también común en FRDA, con un alto porcentaje de 
pacientes presentando problemas al tragar 11. Además, pueden darse anormalidades 
esqueléticas como pes cavus y escoliosis. 
La cardiomiopatía hipertrófica, definida como un incremento en el grosor del septo 
interventricular, está presente en dos tercios de los pacientes 1. Los síntomas relacionados 
con la cardiomiopatía suelen darse en etapas tardías de la enfermedad 12, pero en ocasiones 
pueden preceder a la ataxia 13–15. Las arritmias y el fallo cardíaco por congestión ocurren en 




Existen también problemas urinarios relacionados con la vejiga 1 y alteraciones de la 
respiración y apnea durante el sueño 17. La aparición de diabetes mellitus se da en un 30% de 
los pacientes FRDA y un 49% adicional manifiestan intolerancia a la glucosa 18–20. 
Otros sentidos también pueden verse afectados. En un 25% de los pacientes se da atrofia 
del nervio óptico y en un 13% pérdida de audición 21. Aunque las capacidades cognitivas no 
están generalmente afectadas en la FRDA, los tiempos de reacción motora y mental están 
significativamente afectados 22,23, y también se han demostrado problemas de atención y de 
la memoria de trabajo 24. Aquellos pacientes con una aparición más temprana de la 
enfermedad, o un mayor número de repeticiones GAA, tienden a tener mayores dificultades 
cognitivas 25. 
La velocidad a la que avanza la FRDA es variable, siendo unos 10 años el tiempo medio 
desde la aparición de los síntomas hasta la dependencia de una silla de ruedas 21. La edad de 
fallecimiento media y mediana está en los 36,5 y los 30 años respectivamente 16, aunque 
existen casos de supervivencia hasta la sexta y séptima década de vida. 
En aproximadamente el 15% de los pacientes de FRDA la aparición de los síntomas es 
posterior a los 25 años de edad. En los pacientes de ataxia de Friedreich de aparición tardía 
(LOFA, late-onset FRDA), la edad de inicio de la enfermedad está entre los 26 y los 39 años; 
mientras que para la ataxia de Friedreich de aparición muy tardía (VLOFA, very late-
onset FRDA) la edad de inicio se sitúa por encima de los 40 años 26,27. La progresión de los 
síntomas es normalmente más lenta en estas manifestaciones de la enfermedad que en la 
FRDA típica, incluyendo una edad más tardía de confinamiento a una silla de ruedas y una 
menor incidencia de anormalidades esqueléticas secundarias 28. 
Los casos de ataxia de Friedreich con retención de los reflejos osteotendinosos 
(FARR, FRDA with retained reflexes) se dan en aproximadamente el 12% de los pacientes 
homozigotos para la expansión GAA 29. Los reflejos tendinosos pueden permanecer durante 
más de 10 años tras el inicio de la enfermedad, que suele ser más tardío en los pacientes con 
FARR, los cuales también presentan una menor incidencia de anormalidades esqueléticas 
secundarias y de cardiomiopatía 29. 
En la ataxia de Friedriech de inicio temprano los síntomas aparecen antes de los 5 años 




Finalmente, en la población acadiana (población canadiense de ascendencia francesa), la 
FRDA muestra también un inicio más tardío de la enfermedad y del confinamiento a una silla 
de ruedas, asi como una incidencia mucho menor de cardiomiopatía 31. 
Tabla 1. Principales características clínicas de la FRDA y manifestaciones atípicas (adaptado de 5) 
Características neurológicas de la FRDA típica 
Ataxia (Sensorial y cerebelar) 
Arreflexia 
Pérdida sensorial 
Debilidad de los miembros inferiores 
Disartria 
Disfagia 
Reflejo de Babinski bilateral 
Movimientos oculares (nistagmo) 
Neuropatía óptica 
Neuropatía auditiva 
Características no neurológicas 
Cardiomiopatía 
Diabetes mellitus 
Anormalidades esqueléticas (pes cavus y escoliosis) 
Fenotipos atípicos 
FRDA de aparición tardía (LOFA, late-onset FRDA) 
FRDA de aparición muy tardía (VLOFA, very late-
onset FRDA) 
FRDA con retención de los reflejos (FARR, FRDA 
with retained reflexes) 
FRDA de inicio temprano 
FRDA en acadianos 
 
1.2 Estructura y regulación del gen FXN 
El gen FXN, situado en la región 9q21.11 (OMIM; NCBI, National Center for 
Biotechnology Information), contiene 7 exones que se extienden alrededor de 80 kb de DNA, 
y se transcribe desde el centrómero hacia el telómero. El transcrito más abundante incluye 
los exones 1 a 5a y tiene un tamaño de 1,3 kb. Otros transcritos mucho menos abundantes 






Figura 1. Localización y estructura simplificada del gen FXN (adaptado de Genetics Home 
Reference, NCBI y 4). El gen FXN, formado por los exones 1, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6, se localiza en la región 
citogenética 9q21.11. Flanqueando a FXN se encuentran otros genes como PIP5K1B 
(phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type 1 beta), TJP2 (tight junction protein 2) y PRKACG 
(protein kinase cAMP-activated catalytic subunit gamma). 
Respecto del resto de elementos presentes en el gen FXN (Figura 2), existen tres islas 
citosina-fosfoguanina (CpG), situandose la primera de ellas en el primer exón y 
extendiéndose hasta el intrón 1 32. En el intrón 1 se encuentra un microsatélite constituido 
por repeticiones del triplete GAA en el centro de un elemento Alu, de donde se piensa que se 
originaron 4,33–35. También puede encontrarse un tracto poli(A) polimórfico en la región 
anterior a las repeticiones GAA, lo que es consistente con la estructura de los elementos Alu 
33,36,37. 
Se han identificado dos sitios principales de inicio de la transcripción (TSS, transcription 
start sites) en el gen FXN. El primero (TSS1) se encuentra situado a 221 pares de bases (pb) 
aguas arriba del sitio ATG de inicio de la traducción 4 y el segundo (TSS2) a 62 pb aguas 
arriba de dicho sitio ATG 38. A parte de éstos, también se han identificado otros posibles 
sitios TSS, pero no han sido confirmados 39. 
Respecto del promotor de FXN, la región situada entre 1034 pb aguas arriba y 100 pb 
aguas abajo del TSS1 parece jugar el papel principal en la regulación del gen 40. Esta región 
carece de una caja TATA, pero contiene elementos Inr/DPE (Initiator motif/Downstream 




significativamente la expresión de FXN 40. Se han descrito sitios de unión para un factor de 
transcripción de respuesta a suero (SFR, serum responsive factor) y un factor de transcripción 
AP2 (TFAP2), la deleción de los cuales también afecta a la transcripción de construcciones 
reporteras de FXN 41. SRF es importante en el desarrollo neuronal y en el mantenimiento de 
la actividad y plasticidad sináptica 42, mientras que TFAP2 está implicado en el desarrollo de 
la cresta neural 43. También se ha hallado un posible sitio de unión para EGR3 (early growth 
response protein 3) 41 y un elemento E-box (enhancer box) que resulta esencial para la 
correcta actividad del promotor de FXN 44. Este último elemento puede probablemente actuar 
de sitio de unión para una familia de proteínas que incluye los factores específicos de músculo 
MyoD (myogenic differentiation 1) y c-myc (MYC proto-oncogene) 45,46. Finalmente, se ha 
identificado un sitio de unión para el factor CTCF (CCCTC-binding factor) en una región 
situada entre 154 y 173 pb aguas abajo del TSS1 47. Además, existen otros tipos de DNA 
repetitivo en el locus FXN, como elementos LINE L2 (Long interspersed nuclear elements), 
MIRb (mammalian interspersed repeats) y MER (mariner DNA transposon) 40. 
 
Figura 2. Elementos reguladores del gen FXN (adaptado de 48). En el gen FXN se han descrito 
diferentes tipos de DNA repetitivo como elementos LINE, MIRb, MER y Alu, siendo este último el 
posible origen de las repeticiones GAA. Existen también sitios de unión para SRF, TFAP2, EGR3 y 
CTCF, así como elementos Inr/DPE y E-box, al menos dos sitios de inicio de la transcripción (TSS1 y 
TSS2), y tres islas CpG. LINE: Long interspersed nuclear elements, MIRb: mammalian interspersed 
repeats, MER: mariner DNA transposon, SRF: serum responsive factor, TFAP2: transcription factor 
AP2, EGR3: early growth response protein 3, CTCF: CCCTC-binding factor, Inr/DPE: Initiator 




La expresión de FXN es ligeramente superior en los ganglios de la raíz dorsal y en la capa 
granular del cerebelo, así como en tejidos con una alta tasa metabólica como el corazón, el 
tejido graso marrón y el hígado 49–52. La sobreexpresión de frataxina, superando cierto nivel, 
es tóxica para las células, lo que hace suponer que su expresión ha de ser regulada con 
precisión 53,54. 
Existe una estrecha relación entre la regulación de FXN y la concentración de hierro, lo 
cual es esperable teniendo en cuenta el papel de frataxina en el metabolismo de dicho metal 
55–57. Se ha observado que la depleción de hierro inducida experimentalmente reduce la 
expresión de FXN tanto en células normales como en células FRDA, lo que apoya dicha 
conexión 57. 
También se ha observado, junto con una baja expresión del gen FXN, una disminución de 
PGC1α (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), 
coactivador de PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) 58,59. Estos 
últimos son elementos clave en la regulación de la biogénesis mitocondrial y el metabolismo 
de las especies reactivas de oxígeno 60,61. Se cree que la ruta de PPARγ es también crítica en 
la patogénesis de la diabetes 62, por lo que la relación entre PPARγ y FXN podría explicar la 
asociación de la FRDA con la diabetes 58. 
1.3 Tipos de alelos del gen FXN e influencia sobre el fenotipo 
Algunos alelos del gen FXN, responsables de la enfermedad, consisten en deleciones o en 
diferentes mutaciones que inactivan la proteína frataxina. Sin embargo, en más del 96% de 
los pacientes de FRDA, la enfermedad se debe a la presencia, en homozigosis, de expansiones 
patológicas del triplete GAA. El resto de pacientes son heterózigotos para la expansión GAA 
y los demás tipos de mutaciones. 
Respecto de la secuencia de repeticiones GAA del intrón 1, pueden diferenciarse varios 
tipos de alelos del gen FXN 33,63,64: 
I. Alelos normales: 5-33 repeticiones GAA. El 80-85% de los alelos contienen menos de 
12 repeticiones GAA (SN, short normal) y aproximadamente el 15% presentan de 12 a 33 





II. Alelos normales mutables (premutación): 34-65 repeticiones. Su frecuencia exacta 
no está determinada, pero se estima que representan menos del 1% de los alelos de FXN. 
III. Alelos borderline: 44-66 repeticiones GAA. No se ha determinado con claridad cuál 
es el menor número de repeticiones asociado con la enfermedad, de modo que no se puede 
establecer con exactitud el límite entre alelos normales y alelos de penetrancia completa. 
IV. Alelos de penetrancia completa: 66 hasta aproximadamente 1700 repeticiones 
GAA. La mayoría de los alelos expandidos contienen entre 600 y 1200 repeticiones 4,21,65,66. 
V. Alelos raros de estructura variable: Los alelos descritos anteriormente consisten en 
repeticiones perfectas del trinucleótido GAA. En algunos alelos patológicos raros las 
repeticiones GAA se encuentran interrumpidas por otros nucleótidos. La longitud y el tipo 
de los nucleótidos que forman la interrupción pueden diferir entre estos alelos, pero 
generalmente se sitúan cerca del extremo 3’ de la secuencia de repeticiones GAA. 
A pesar de que se han identificado algunas correlaciones generales, no es posible predecir 
el desarrollo de la enfermedad en base al genotipo de los pacientes. La gran variabilidad en 
los síntomas de los pacientes de FRDA puede estar causada por el fondo genético 67, la 
heterogeneidad somática de la expansión GAA 31,64,68 o por otros factores aún desconocidos. 
En el caso de los pacientes homozigotos para la expansión GAA patológica, la edad de 
inicio de la enfermedad, la presencia de debilidad muscular en las piernas, el tiempo 
transcurrido hasta la necesidad de una silla de ruedas y la prevalencia de cardiomiopatía, pes 
cavus y escoliosis muestran una correlación inversa significativa con el tamaño de la 
expansión 21,31,65,69. El tamaño de la expansión en el alelo con menor número de repeticiones 
GAA muestra una mejor correlación y es capaz de explicar aproximadamente el 50% de la 
variación en la edad de inicio de la enfermedad 65. En los pacientes con LOFA y VLOFA se 
ha observado que normalmente, al menos, uno de los alelos presenta menos de 500 o 300 
repeticiones GAA respectivamente 26,27,70. 
Como se mencionó anteriormente, existen algunos alelos raros en los que la expansión de 
repeticiones está interrumpida por otros nucleótidos. Considerando el número de repeticiones 
GAA en la región ininterrumpida, estos alelos tienden a ser más cortos (equivalentes a 100-




gravedad de los síntomas de estas variantes de FRDA pueden deberse a la menor longitud de 
las repeticiones, a las propias interrupciones o a ambas. 
En el caso de la FRDA en acadianos, no se han hallado diferencias significativas en el 
tipo de alelos con respecto a los pacientes que presentan la FRDA típica, lo que apoya la 
existencia de modificadores genéticos de la gravedad de la enfermedad 31. 
Respecto a otros síntomas relevantes, se ha descrito que la cardiomiopatía es más 
frecuente en individuos con un alto número de repeticiones GAA 21,65,69, mientras que la 
diabetes mellitus o la intolerancia a la glucosa no parecen estar correlacionadas con el tamaño 
de la expansión 21. Sin embargo, sí parece existir una correlación entre la incidencia de la 
diabetes mellitus y una edad de inicio temprana de la enfermedad. 
El fenotipo de los pacientes heterozigotos compuestos con un alelo expandido y otro alelo 
con otro tipo de mutación (deleción o mutación puntual) no se distingue del fenotipo 
mostrado por individuos homozigotos para alelos con la expansión patológica, aunque 
existen algunas excepciones 72–75. En el caso de heterozigosis para un alelo de penetrancia 
completa y un alelo borderline mutable, los individuos suelen presentar LOFA/VLOFA 64. 
Hasta la fecha no se han identificado pacientes homozigotos para mutaciones puntuales 
u otras mutaciones de pérdida de función diferentes de las expansiones GAA. La presencia 
de unos niveles mínimos de frataxina es esencial para el desarrollo embrionario, ya que se ha 
observado que su completa ausencia causa letalidad embrionaria temprana en plantas y en 
ratón 76–78. 
1.4 Mecanismos de inhibición de la expresión de FXN 
Las repeticiones GAA tienen tendencia a experimentar mutaciones de expansión y 
contracción facilitadas por mecanismos relacionados con la transcripción, replicación y 
reparación del DNA. Algunos tejidos críticos afectados por la ataxia de Friedreich muestran 
inestabilidad somática en el número de repeticiones 68,79,80. Debido a la expansión de tripletes 
GAA, los niveles del mRNA (messenger RNA) del gen FXN se reducen en los pacientes de 
FRDA a un 4-30% de los valores observados en individuos no afectados 49, lo cual se 
correlaciona claramente con la reducción de los niveles de la proteína frataxina 81. 
Generalmente se acepta que los mecanismos que conducen a la reducción de la expresión 




postranscripcional 48. La vida media del mRNA de FXN no cambia entre pacientes de FRDA 
y controles 82 y no hay evidencias de que la expansión GAA afecte al procesado del RNA del 
gen 82,83. En la Figura 3 se muestran, de forma esquemática, los distintos mecanismos 
propuestos para explicar la inhibición de la expresión de FXN mediada por las repeticiones 
GAA y que se describirán a continuación. 
1.4.1 Formación de estructuras de DNA no-B 
Una explicación de la reducción de la expresión de FXN en la FRDA es la posibilidad de 
un bloqueo físico en la maquinaria de transcripción de la RNAPII (RNA polymerase II), 
provocada por las repeticiones GAA, debido a su capacidad de adoptar conformaciones 
inusuales (revisado en 84). Una de estas posibles conformaciones de DNA no-B es la 
estructura triplex purina:purina:pirimidina, donde una purina, ya emparejada con una 
pirimidina mediante un emparejamiento Watson-Crick, también forma un emparejamiento 
Hoogsten con otra purina 85–88. Bajo condiciones de superenrollamiento negativo, este tipo 
de conformación puede adoptar estructuras secundarias conocidas como “DNA pegajoso”, 
que provocarían el bloqueo físico de la transcripción al dificultar el desenrollamiento del 
DNA molde y el avance del complejo de elongación de la RNAPII 89–91. 
Además del “DNA pegajoso”, también es posible que puedan formarse estructuras en 
horquilla mediante puentes de hidrógeno inusuales entre G-G, G-A o A-A 84,92–94. Otra 
posibilidad es la formación de estructuras dúplex paralelas donde se da una orientación 
Watson-Crick invertida mediante dos puentes de hidrógeno entre purinas y pirimidinas, 
opuesta a la conformación normal en la que se forman tres puentes de hidrógeno 95. Las 
estructuras triplex formadas por repeticiones GAA también permiten la formación de 
híbridos estables RNA-DNA (lazos R) durante la transcripción 86,96,97, deteniendo la RNAPII 
al final del DNA repetitivo 84,98–100. Aunque las conformaciones inusuales de DNA causadas 
por las repeticiones GAA podrían explicar la reducción en la expresión de FXN, su existencia 
solo ha podido ser confirmada, de momento, en estudios in vitro y en E. coli, de modo que 
se requiere más información para conocer su posible papel en el locus FXN nativo 48. 
1.4.2 Silenciamiento epigenético 
Existen varias evidencias de que las repeticiones GAA pueden producir efectos de 




mecanismos epigenéticos, incluyendo la metilación e hidroximetilación del DNA, las 
modificaciones postraduccionales de histonas, el remodelado de la cromatina y los efectos 
de RNAs no codificantes, afectan a la expresión génica sin la necesidad de cambios en la 
secuencia del DNA. El posible papel de los mecanismos epigenéticos en la FRDA surgió a 
partir de la observación de que largas repeticiones del triplete GAA eran capaces de suprimir 
la expresión de un gen reportero mediante mecanismos de variegación por efecto de posición 
(PEV, position effect variegation) 101. Diferentes estudios en células deficientes en frataxina 
y en modelos en ratón han permitido la identificación de cambios epigenéticos que podrían 
estar relacionados con el silenciamiento de FXN en la FRDA. 
I. Metilación e hidroximetilación del DNA 
La metilación en el DNA es llevada a cabo por las enzimas DNMT (DNA 
methyltransferase), que catalizan la conversión de la citosina en 5’-metilcitosina (5mC), 
predominantemente en los dinucleótidos CpG. Los perfiles de metilación del DNA de genes 
transcripcionalmente silenciados muestran una fuerte correlación entre la metilación del 
DNA del promotor y el silenciamiento, aunque la metilación intragénica también puede 
contribuir a ello 102. También se ha descrito la modificación 5’-hidroximetilcitosina (5hmC), 
formada por la oxidación de las 5mC 103,104, la cual constituye otra marca epigenética por si 
misma 105. Se ha descrito un incremento de la metilación de sitios CpG en regiones aguas 
arriba de las repeticiones GAA del locus FXN en células derivadas de linfoblastos 44 y en 
cerebro, corazón y cerebelo de pacientes de FRDA, así como en diferentes tejidos de ratones 
modelo 106. Además, un estudio en sangre de pacientes mostró que el grado de metilación de 
dichas regiones está correlacionado con la longitud de las repeticiones y con la edad de inicio 
de la enfermedad 107. También se ha visto que, para al menos un sitio CpG, la modificación 
predominante consiste en 5hmC en lugar de 5mC 108 (sitio CpG 12, de acuerdo a la 
numeración establecida en 44). 
II. Modificaciones postraduccionales de histonas 
Las proteínas histonas contienen un dominio C-terminal globular y una cola N-terminal 
que pueden presentar diferentes tipos de residuos modificados. La acetilación de histonas en 
los residuos de lisinas (Lys) está regulada por dos familias diferentes de enzimas con acciones 




metilación de los residuos de Lys es, a su vez, controlada por las histonas metiltransferasas 
(HMTasas) y las histonas demetilasas (HDMs). 
En mamíferos, la formación de heterocromatina y el silenciamiento génico están 
asociados con la hipoacetilación de determinados residuos de histonas, como H3K9 (Histona 
3, Lys 9), y con un incremento en la metilación de otros residuos como H3K9me2 
(dimetilación de la Lys 9 de la histona 3), H3K9me3 (trimetilación de la Lys 9 de la histona 
3), H3K27me3 y H4K20me3 109–111. Tales modificaciones han sido encontradas en células 
FRDA y en modelos de ratón, principalmente en la región inmediatamente aguas arriba de 
las repeticiones GAA, indicando un silenciamiento por formación de heterocromatina 112. 
Otras modificaciones de histonas como H3K4me3, H3K36me3 y H3K79me3 están 
asociadas con un estado abierto de la cromatina y una expresión génica activa. H3K4me3 se 
asocia con el inicio de la transcripción, y H3K36me3 y H3K79me3 con la elongación. Se ha 
observado una disminución en los niveles de H3K36me3 y H3K79me3 en las regiones aguas 
arriba y aguas abajo de las repeticiones GAA en células FRDA, sugiriendo un problema en 
la elongación de la transcripción 38,82,113. También se ha visto una disminución de los niveles 
de H3K4me3 en la región aguas arriba de las repeticiones, pero no en el promotor, planteando 
posibles defectos en la postiniciación y elongación de la expresión de FXN en lugar de en las 
fases tempranas en el inicio de la transcripción 38,82,113. 
III. Transcripción antisentido y unión de CTCF 
Los transcritos de ARN antisentido intervienen en la regulación de la expresión génica, 
mientras que el factor CTCF impide la expansión de la metilación del DNA 114. En 
fibroblastos de pacientes de FRDA se ha encontrado un incremento en los niveles del 
transcrito antisentido de frataxina 1 (FAST1, frataxin antisense transcript 1) asociado con 
una disminución en la unión del factor CTCF en la región 5’ UTR (5′ untranslated region) 
del gen FXN 47. Resultados similares se han encontrado en fibroblastos de ratones FRDA 115 
y en tejido cerebeloso de pacientes 108. La asociación entre la unión de CTCF a la región 
5’UTR de FXN, los niveles de expresión de FAST1, y la expresión del gen, indica que los 





Figura 3. Modelos propuestos para explicar el silenciamiento del gen FXN (adaptado de 116). La 
represión transcripcional mediada por la expansión de repeticiones GAA puede tener su origen en 
diferentes mecanismos que podrián actuar de forma complementaria. Las repeticiones GAA podrían 
provocar la formación de estructuras de DNA no-B capaces de bloquear la maquinaria de transcripción. 
También son capaces de iniciar mecanismos epigenéticos que conducen a la heterocromatinización del 
locus FXN. H3Kn: lisina n de la histona 3, H4Kn: lisina n de la histona 4, ac: acetilación, me2: 
dimetilación, me3: trimetilación, RNAPII: RNA polymerase II, DNasa I: Desoxiribonucleasa I, CTCF: 
CCCTC-binding factor, FAST1: frataxin antisense transcript 1. 
1.5 La proteína frataxina 
1.5.1 Estructura y procesado de frataxina 
Frataxina es una proteína altamente conservada que puede encontrarse desde bacterias 
gram negativas hasta eucariotas superiores. Se trata de una pequeña proteína mitocondrial 
implicada en la biogénesis de centros Fe-S (o ISC, iron-sulfur clusters), además de en otras 
posibles funciones. El plegamiento de frataxina está caracterizado por un motivo de sándwich 
α-β planar, compuesto por dos α-hélices terminales junto con 5 hojas β antiparalelas que 
forman dos planos diferentes. También puede detectarse una sexta hoja β, y en el caso de la 




denominada región acídica, compuesta por un conjunto de residuos acídicos localizados en 
la primera α-hélice y en el borde de la primera hoja β, los cuales están implicados en la unión 
de átomos de hierro 118. 
La proteína frataxina humana es sintetizada inicialmente como una proteína precursora 
de 21 kDa (FXN1-210) que posteriormente es procesada en dos etapas por la peptidasa de 
procesado mitocondrial (MPP, mitocondrial-processing peptidase). En primer lugar, se 
produce un intermediario de 19 kDa (FXN42-210) que, tras un segundo corte, dará lugar a la 
forma madura de la proteína de 14 kDa (FXN81-210) 119,120. En la Figura 5 se muestran los 
puntos de procesamiento de la proteína y el alineamiento de su secuencia en humanos y varios 
organismos. 
 
Figura 4. Estructura tridimensional de la frataxina humana. La estructura general de la proteína 
frataxina consiste en un sándwich planar formado por dos hélices α y 5 hojas β. En el caso de la frataxina 





Figura 5. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la proteína frataxina humana y de 
diferentes organismos. Las flechas indican los sitios de procesado que dan lugar a las formas 
intermedia y madura de la frataxina humana (adaptado de 117,122). Debajo de los alineamientos se 
muestra la posición de las hélices α y hojas β de la frataxina humana. H. sapiens: Homo sapiens, C. 
elegans: Caenorhabditis elegans, S. pombe: Schizosaccharomyces pombe, A. thaliana: Arabidopsis 
thaliana, D. melanogaster: Drosophila melanogaster, M. musculus: Mus musculus, M. fascicularis: 
Macaca fascicularis fascicularis, E. coli: Escherichia coli, S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. 
1.5.2 Función de la proteína frataxina 
Algunos estudios han mostrado que frataxina (en E. coli, levadura y frataxina humana 
expresada es estos organismos) es capaz de formar estructuras oligoméricas 123–127. Estos 
oligómeros pueden capturar átomos de hierro, por lo que originalmente se propuso que la 
frataxina podría actuar de una forma similar a la ferritina, proveyendo a la mitocondria de 
hierro biodisponible 123,127. Sin embargo, experimentos posteriores en levadura expresando 
ferritina mitocondrial humana mostraron que ésta no era capaz de corregir completamente 
los defectos provocados por la ausencia de frataxina, lo que indicó que la función de ambas 




forma oligómeros ricos en hierro in vitro, bajo condiciones aeróbicas y de alta fuerza iónica 
125,129; que la frataxina de levadura, portadora de mutaciones que impiden la oligomerización 
de la proteína, es capaz de llevar a cabo su función con normalidad 130, y que la forma madura 
de la frataxina humana no tiene tendencia a oligomerizar. Otros estudios en humanos y ratón 
también confirman que la mayor o menor capacidad de la proteína frataxina de formar 
oligómeros en mamíferos no es relevante en el cumplimiento de su función 131–133. 
La capacidad de frataxina de unir hierro, junto con las evidencias de una desregulación 
del metabolismo de dicho metal en pacientes de FRDA y en modelos de levadura 134, 
apoyaron el papel de la proteína en el metabolismo del hierro mitocondrial, sugiriéndose su 
participación en la síntesis de grupos hemo y centros Fe-S o como chaperona o sensor de 
hierro 135. En diferentes estudios se han observado interacciones de frataxina con la aconitasa 
mitocondrial, la ferroquelatasa, la succinato deshidrogenasa y la maquinaria de síntesis de 
centros Fe-S mitocondrial 136–140. No obstante, las interacciones que han sido más 
extensamente confirmadas y caracterizadas son aquellas que se dan con la maquinaria de 
biogénesis de centros Fe-S 122. 
Los centros Fe-S son un tipo de cofactores de proteínas presentes en casi todos los 
organismos vivos. Tienen un papel crítico en varias funciones celulares, desde el transporte 
de electrones en los complejos respiratorios mitocondriales hasta la reparación del DNA o el 
metabolismo. La síntesis de novo de los centros Fe-S tiene lugar en la mitocondria 141,142 
(Figura 6). En la primera etapa se produce el ensamblaje de un centro Fe-S en la proteína de 
andamiaje ISCU (Iron-Sulfur Cluster Assembly Enzyme) a partir de hierro y azufre 
inorgánicos. El complejo cisteína desulfurasa NFS1/ISD11 (mitochondrial cysteine 
desulfurase/ISD11 o LYRM4, LYR motif-containing protein 4) provee el azufre a partir de 
un persulfito intermediario 133,143. Una vez el centro Fe-S está ensamblado en la proteína 
ISCU, éste se transfiere a las proteínas aceptoras con la ayuda de componentes adicionales, 
como el sistema de chaperonas HSCB/HSPA9 (HscB Mitochondrial Iron-Sulfur Cluster 
Cochaperone/Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 9) o proteínas intermediarias 
que proveerán el centro Fe-S a sus aceptores finales. Además, por medio de transportadores 
ABCB7 (ATP Binding Cassette Subfamily B Member 7), se exporta un intermediario al 
citosol para la generación de los centros Fe-S de las proteínas citosólicas y nucleares 141. 
Originalmente se sugirió que el papel de la frataxina en la síntesis de los centros Fe-S podría 




propusieron que frataxina podría actuar más bien como regulador en la síntesis de tales 
centros 126. La unión de frataxina al complejo ISCU/NFS1/ISD11 es capaz de estabilizar el 
mismo y de activar la actividad cisteína desulfurasa y controlar la entrada de hierro al 
complejo 143–145. Sin embargo, aún no ha sido determinado el mecanismo por el que frataxina 
es capaz de controlar la entrada de Fe. Al igual que frataxina, la maquinaria de síntesis de 
centros Fe-S esta conservada evolutivamente desde bacterias 146 hasta mamíferos 147, pasando 
por levadura148 o D. melanogaster 149. 
 
Figura 6. Esquema de la maquinaria de síntesis de centros Fe-S mitocondrial (adaptado de 122). El 
Fe es importado a la mitocondria por medio de los transportadores MFRN. El proceso de ensamblaje 
de los centros Fe-S tiene lugar en un complejo formado por NFS1-ISD11, ISCU y frataxina, la cual 
regula la actividad de NFS1 y la entrada de Fe. Una vez formado, el centro Fe-S es transferido a las 
proteínas aceptoras con la ayuda de diferentes chaperonas (HSCB/HSPA9) o proteínas accesorias. Un 
intermediario desconocido (X) se exportaría al citosol por medio de transportadores ABCB7 para el 
ensamblaje de centros Fe-S de proteínas citosólicas y nucleares. MFRN2: Mitoferrin 2, NSF1: 
mitochondrial cysteine desulfurase, ISD11: LYRM4 (LYR motif-containing protein 4), ISCU: Iron-
Sulfur Cluster Assembly Enzyme, HSCB: HscB Mitochondrial Iron-Sulfur Cluster Cochaperone, 
HSPA9: Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 9. 
1.5.3 Patología molecular 
Una de las consecuencias del déficit de frataxina es una gran acumulación de hierro en la 
mitocondria, lo cual parece ser un resultado general de la deficiencia en la biogénesis de los 
centros Fe-S 150–154. De esta forma se produce una importante reducción en la función de 
proteínas que requieren de estos centros, como los complejos respiratorios de la mitocondria 




alteración de la actividad o expresión de varias proteínas implicadas en el metabolismo del 
hierro como IRP1 y 2 (Iron Regulatory Protein 1 and 2), TFR1 (Transferrin receptor 1), 
FRTL (Ferritin light chain), FRTH (Ferritin heavy chain) FPN (ferroportin) y MFRN2 
(Mitoferrin-2) dando lugar a un incremento de la importación del hierro a la mitocondria. 
Estas alteraciones en el metabolismo del hierro, junto con la inhibición de procesos en los 
que se requiere este metal, culminan en su acumulación, al no poder ser exportado de la 
mitocondria en forma de otros metabolitos como centros Fe-S y grupos hemo 122,135. 
El estrés oxidativo es una característica central de la FRDA. Existe una gran cantidad de 
información de diferentes organismos que apoyan la hipótesis de que la deficiencia de 
frataxina causa una desregulación de las defensas antioxidantes, lo que provoca estrés 
oxidativo y la patología resultante 155–158. Se ha encontrado un aumento de especies reactivas 
de oxígeno (ROS, reactive oxygen species) como peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical 
superóxido (O2-) en levadura, D. melanogaster y células de pacientes de FRDA 159–165. 
Además, la deficiencia de frataxina incrementa la sensibilidad celular a una amplia variedad 
de agentes prooxidantes en levadura 165,166, Caenorhabditis elegans 167, D. melanogaster 
163,168,169, ratón 52 y células de pacientes de FRDA 170,171. 
Las enzimas con centros Fe-S son muy sensibles a los radicales libres, pudiendo formarse 
ROS como consecuencia de la fuga de electrones en el complejo mitocondrial III, donde la 
ubiquinona reducida puede directamente reducir el oxígeno para dar O2- 172. 
En la respuesta celular al estrés oxidativo participan la inducción de enzimas 
antioxidantes, como las superóxido dismutasas (SODs) y la glutatión peroxidasa, y un 
incremento en la síntesis de NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) y 
glutatión 173. La enzima SOD2 (mitochondrial Superoxide dismutase (Mn)) actúa sobre el O2- 
para catalizar la formación de H2O2. A continuación, en presencia de la enzima glutatión 
peroxidasa, el glutatión reducido (GSH) reacciona con el H2O2 para producir glutatión 
oxidado (GSSG) y H2O (Figura 7A). La presencia de un exceso de hierro interfiere con las 
etapas anteriores formando H2O2 y OH por medio de reacciones de Fenton (Figura 7B), lo 
que supondría otro mecanismo de generación de radicales libres en la FRDA. Estos radicales 





Figura 7. A) Neutralización del oxígeno reactivo por enzimas antioxidantes y B) reacción de 
Fenton en la que participa el hierro. (adaptado de 172) 
Se ha observado que en fibroblastos de pacientes de FRDA no se produce el incremento 
en la expresión de las SODs que se da en controles sanos en respuesta a bajas dosis de H2O2, 
oligomicina o hierro 164,175,176. El glutatión es un tripéptido que en eucariótas es considerado 
como el antioxidante no enzimático más importante y, además de actuar en la eliminación de 
H2O2, también interviene en la S-glutationilación de proteínas, protegiendo las cisteínas de 
una oxidación irreversible 177. Existen varios estudios que muestran que la deficiencia de 
frataxina conduce a problemas en la homeostasis del glutatión 158,160,178–181. En uno de ellos 
se observó la glutationilación de actina en fibroblastos de pacientes, lo que causa que se 
desensamblen los filamentos de actina 180. Esto, junto con el hallazgo de la existencia de 
defectos en la ruta antioxidante de fase II dependiente de Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-
related factor 2), proporcionó una posible explicación para la reducción de las defensas 
antioxidantes en la FRDA 164. Nrf2 es un factor de transcripción clave en la inducción de las 
defensas antioxidantes y su actividad está regulada por la proteína asociada a actina, la 
proteína Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), la cual es una proteína adaptadora 
del complejo E3 ubiquitin ligasa dependiente de Cul3. En condiciones normales, Keap1 
mantiene a Nrf2 secuestrado en el citoplasma y promueve su rápida degradación por medio 
de ubiquininización 182. Bajo condiciones de estrés oxidativo, las cisteínas de Keap1 se 
oxidan y se reduce la actividad del complejo ubiquitin ligasa. Esto permite la estabilización 
y la translocación al núcleo de Nrf2, donde se une, en el DNA, a las secuencias ARE 
(Antioxidant Responsive Element), activando la expresión de genes que codifican enzimas 
antioxidantes como la manganeso superóxido dismutasa, catalasa, glutatión S-transferasa y 
NADH quinona oxidoreductasa 182. En fibroblastos de pacientes de FRDA, Keap1 no se 




Asimismo, en los fibroblastos de pacientes el tratamiento con oligomicina o 
terbutilhidroquinona no provoca la traslocación de Nrf2 al núcleo, lo que impide la expresión 
de los genes antioxidantes de fase II 164. 
En los ganglios de la raíz dorsal de ratones YG8R deficientes en frataxina se encontró 
también una reducción en la expresión de los genes antioxidantes regulados por Nrf2, junto 
con una reducción en los niveles del propio factor de trascripción 158. Sin embargo, utilizando 
diferentes tipos celulares neuronales deficientes en frataxina, no se observaron deficiencias 
en la traslocación de Nrf2 al núcleo tras la exposición a estrés oxidativo. Es posible que, en 
el caso de las neuronas, la regulación de las defensas antioxidantes dependa más de los 
niveles de Nrf2 que de la traslocación al núcleo regulada por medio de los filamentos de 
actina 183. 
2 Aproximaciones terapéuticas en la ataxia de Friedreich 
De momento no existe un tratamiento que sea realmente eficaz en la FRDA para impedir 
o ralentizar la progresión de la enfermedad en los pacientes. Sin embargo, existen varios tipos 
de estrategias terapéuticas actualmente en desarrollo, o exploradas hasta hace relativamente 
poco tiempo, que intentan aliviar algunos síntomas y/o modificar la historia natural de la 
enfermedad. Estas estrategias se exponen a continuación. 
2.1 Incremento de la función mitocondrial y utilización de antioxidantes 
Uno de los primeros compuestos que se investigaron como posible terapia fue la coenzima 
Q10 (CoQ10), una pequeña molécula lipofílica presente en la membrana mitocondrial que 
actúa como antioxidante y facilita el transporte electrónico en la mitocondria 184. La mayoría 
de los ensayos clínicos con la CoQ10 se hicieron en combinación con la vitamina E. En 
algunos estudios se observó una mejora en la producción de ATP (adenosine triphosphate) 
en el corazón y músculo esquelético de pacientes de FRDA 185 o una mejora en la función 
cardíaca 186. También se han realizado ensayos con idebenona, un compuesto análogo 
estructural de la CoQ10 con efectos antioxidantes y protectores 187. Varios ensayos clínicos 
han investigado la efectividad de este compuesto, sin embargo, los resultados son 
inconcluyentes y no parece que muestre un claro beneficio terapéutico 184. No obstante, 
algunos estudios han descrito una mejora en la hipertrofia cardíaca en pacientes tratados con 




743, una variante de la idebenona, y OX1, una molécula antioxidante con una función 
potencialmente protectora en otras enfermedades neurodegenerativas 5. 
2.2 Quelantes de hierro 
Los quelantes de hierro se propusieron como una posible terapia para reducir la 
sobrecarga de hierro mitocondrial. Entre ellos destaca la deferiprona, capaz de cruzar la 
barrera hematoencefálica y de transportar hierro entre diferentes compartimentos celulares 
191. Aunque hay datos que demuestran una reducción en la acumulación de hierro en el núcleo 
dentado, no se han observado mejoras neurológicas 192. 
2.3 Aumento de los niveles de frataxina 
Existen toda una serie de estudios dirigidos a identificar compuestos capaces de aumentar 
los niveles de la proteína frataxina. Esto puede lograrse principalmente mediante el 
incremento de la expresión del gen FXN y la estabilización de su transcrito y/o de la proteína, 
aunque en algunos casos el mecanismo del incremento de los niveles de frataxina no se 
conoce. Uno de los compuestos estudiados es la eritropoyetina, una hormona capaz de 
aumentar la producción de glóbulos rojos. Se ha observado que es capaz de aumentar los 
niveles de frataxina y de reducir el nivel de ciertos marcadores de estrés oxidativo, como la 
8-hidroxidesoxiguanosina en orina y peróxidos en suero 193. Sin embargo, debido a los 
elevados niveles de hematocrito, algunos pacientes requieren flebotomías 194. Como 
respuesta a este problema, se ha estudiado el efecto de la eritropoyetina carbamilada, una 
variante de la hormona que no se une al receptor de eritropoyetina y, por tanto, no es 
eritropoyética. También es capaz de aumentar los niveles de frataxina 195, aunque no se han 
encontrado beneficios clínicos claros 196. También se ha descrito que el interferón gamma es 
capaz de aumentar los niveles de frataxina en modelos de FRDA celulares y de ratón 197, asi 
como de prevenir los cambios patológicos en los ganglios de la raíz dorsal en un modelo en 
ratón. 
Otra estrategia es el reemplazamiento exógeno de la frataxina mediante su fusión a la 
proteína TAT (transactivator of transcription). La inyección de la proteína TAT-frataxina en 
un modelo FRDA en ratón mejora los cambios ultraestructurales en el corazón 198. Sin 
embargo, existen ciertas reservas respecto a esta estrategia debido a la posibilidad de que se 




a su capacidad de aumentar los niveles de frataxina son el resveratrol 199 y los agonistas de 
PPARγ 200,201 como la pioglitazona. 
2.4 Modificadores epigenéticos 
Este tipo de estrategia terapéutica se basa principalmente en el uso de inhibidores de 
HDACs, compuestos que pueden afectar a la expresión génica mediante el incremento de la 
acetilación de histonas, modulando la actividad de factores de transcripción y otras proteínas 
que regulan la transcripción 202. Es por ello que estos compuestos son candidatos 
prometedores en el tratamiento de la FRDA, actuando en la regulación de la expresión de 
FXN 203. En un modelo de ratón se observó que un inhibidor de HDACs de clase I con 
preferencia por la inhibición de HDAC3 204,205 (denominado compuesto 106) era capaz de 
restaurar los niveles normales de frataxina en corazón y el sistema nervioso central de los 
ratones afectados 206. La nicotinamida (o vitamina B3) es un inhibidor de HDACs de clase III 
que también da lugar a un aumento de la expresión de frataxina en células FRDA y modelos 
en ratón 207. Un estudio reciente en pacientes de FRDA mostró que la nicotinamida es capaz 
de producir un aumento dosis-dependiente del transcrito de FXN y la proteína frataxina, 
alcanzando los niveles de portadores asintomáticos 208. 
A pesar de lo prometedora que puede ser esta estrategia, el mayor riesgo asociado con las 
terapias epigenéticas es su falta de especificidad. Aún no es posible silenciar o reactivar genes 
específicos mediante el uso de inhibidores de HDACs. Debido a los efectos generales de 
estos compuestos, presentan una tendencia a alterar el estado global de acetilación de las 
histonas. Los inhibidores de HDACs también tienen efectos off-target que pueden ser 
difíciles de detectar si aparecen tras la terapia inicial. La mayoría de los pacientes de FRDA 
se diagnostican antes de la edad adulta, y un tratamiento continuo con inhibidores de HDACs 
desde la niñez podría inducir la formación de tumores. No obstante, hasta la fecha se ha 
comprobado que los inhibidores de HDACs son razonablemente bien tolerados a corto plazo, 
aunque tienen algunos efectos tóxicos como efectos cardíacos secundarios, náuseas, vómitos, 
fatiga y una reducción en el recuento de glóbulos rojos 209. 
2.5 Terapia génica 
Se han desarrollado diferentes vectores de origen viral para poder expresar la proteína 




integrarse en el genoma, los vectores lentivirales derivados del virus HIV (Human 
immunodeficiency virus) son partículas de 80-120 nm que pueden dispersarse una distancia 
relativamente corta en tejidos densos 210. Su utilidad para la terapia génica proviene de su 
capacidad de empaquetado (≈ 12 kb) y su facilidad de uso. La última generación de vectores 
lentivirales podría ser un sistema adecuado para el tratamiento de la FRDA, habiéndose 
observado que la expresión de FXN, dependiente de este tipo de vector, incrementa la 
resistencia al estrés oxidativo en fibroblastos de pacientes de FRDA 211. 
Los virus adenoasociados (AAV, adeno-associated virus) son un tipo pequeño de 
parvovirus, sin envuelta, y de cadena sencilla de DNA 212. Su pequeño tamaño (alrededor de 
26 nm) permite una mayor dispersión en algunos tejidos en comparación con otros vectores 
virales. La principal limitación de los AAV es su reducida capacidad de carga (sobre 4,8 kb). 
Un estudio reciente, empleando este tipo de vector, demostró la corrección y reversión de un 
fenotipo de cardiomiopatía en un modelo de ratón tras una inyección intravenosa de AAV 
expresando el gen FXN humano 213. 
El HSV-1 (Herpes simplex virus type 1) es un virus de DNA humano con una gran 
capacidad de empaquetamiento en comparación con otros vectores virales (sobre 160 kb). 
Esto supone una mayor versatilidad con respecto al tamaño y número de secuencias 
reguladoras que pueden introducirse, lo que es una ventaja para reproducir la expresión 
endógena de los genes de interés. Al ser un virus neurotrópico, los vectores derivados se 
utilizan principalmente en las enfermedades neurológicas, como la FRDA. En 2007 se 
observó la corrección de un fenotipo de descoordinación motora en un modelo en ratón de 
FRDA mediante el empleo de este tipo de vector expresando el cDNA (complementary DNA) 
del gen FXN humano 214. En estudios posteriores, el mismo grupo demostró el potencial 
terapéutico del empleo de vectores HSV-1 conteniendo el locus genómico completo del gen 







3 Modelos animales en la ataxia de Friedreich 
Se han desarrollado modelos animales de FRDA en diferentes organismos. Entre estos 
destacan en primer lugar el ratón, y a continuación, Drosophila melanogaster. 
3.1 Modelos en ratón 
La deleción en homozigosis del gen FXN en ratón no es viable, al causar letalidad 
embrionaria en el día 6,5 217. Para poder estudiar las consecuencias de la depleción de 
frataxina después de las etapas embrionarias tempranas, se desarrollaron diferentes modelos 
knockout condicionales para los tejidos más afectados en los pacientes de FRDA, utilizando 
el sistema Cre-LoxP 218. 
Un modelo específico del tejido cardíaco se desarrolló expresando la recombinasa Cre 
bajo el control del promotor de la creatina quinasa de músculo (MCK, muscle creatine 
kinase). Estos ratones reproducen la cardiomiopatía observada en los pacientes siguiendo un 
desarrollo cronológico muy similar 219. Los mutantes MCK presentan también las 
características bioquímicas de la FRDA, con defectos en la actividad de enzimas con centros 
Fe-S previos a la disfunción cardiaca y la acumulación de Fe 219. 
Para obtener un primer modelo en tejido nervioso se generaron ratones expresando la 
recombinasa Cre bajo el control de la enolasa específica de neuronas (NSE, neuron specific 
enolase) 219. Sin embargo, en esta cepa transgénica NSE-Cre, la deleción de Fxn se daba no 
solo en neuronas, sino también en corazón e hígado. Como resultado, este modelo presenta 
una combinación de fenotipos neurológicos y cardíacos, mostrando una ataxia progresiva con 
pérdida de la propiocepción y el desarrollo de una cardiomiopatía similar a la observada en 
el modelo MCK. El modelo NSE tiene como principales problemas la gravedad de los 
síntomas, provocando la muerte temprana de los ratones e impidiendo un desarrollo más 
progresivo de la enfermedad, además de la aparición de algunos fenotipos que no son 
representativos de la enfermedad humana. 
Posteriormente se desarrolló un modelo condicional inducible por tamoxifeno y 
utilizando la recombinasa Cre bajo el control del promotor de la proteína Prp (prion proteín) 
de ratón 220. En este caso, la deleción de Fxn afecta a los ganglios de las raíces dorsales, 




de la FRDA. También se han descrito otros modelos condicionales para conseguir la 
depleción de frataxina en células pancreáticas β 221 y en hígado 222. 
La generación de modelos de FRDA en ratón basados en la expansión de repeticiones 
GAA ha sido una estrategia utilizada para reproducir de forma más parecida la situación de 
los pacientes de FRDA. En primer lugar, se logró la introducción de una expansión de 
repeticiones (GAA)230 en el primer intrón del gen Fxn de ratón 223. Estos ratones knockin 
homozigotos, denominados KIKI, se cruzaron con ratones knockout para obtener los ratones 
heterozigotos KIKO. Los ratones KIKO presentan unos niveles residuales de frataxina de 
entre un 25 y un 36%, en comparación con los wild type, sin embargo, no muestran fenotipos 
cardíacos o neurológicos. Posteriormente se generaron los ratones YG8 e YG22, mutantes 
nulos para el gen Fxn murino en los que se introdujo el locus FXN completo. 224. En el caso 
de los YG8, estos contienen dos inserciones del locus FXN con 90 y 190 repeticiones GAA, 
mientras que los YG22 contienen una única copia con 190 repeticiones. Ambos tipos de 
ratones fueron cruzados con ratones knockout para Fxn para obtener los modelos YG8R e 
YG22R respectivamente, en los que solo se expresa el gen FXN humano con las repeticiones 
GAA 225. Estos modelos muestran una progresión moderada de los problemas de 
coordinación y locomotores, junto con algunos signos de estrés oxidativo. Más recientemente 
se ha obtenido un nuevo modelo, denominado YG8sR en el que el transgen FXN contiene 
una única secuencia de aproximadamente 200 repeticiones GAA 226. Estos nuevos ratones 
muestran unos fenotipos más acusados, representando mucho mejor la patología de la FRDA. 
Por último, se ha obtenido un nuevo modelo que permite reprimir la expresión del gen Fxn 
de forma inducible mediante la administración de doxiciclina 227. Este nuevo modelo también 
reproduce muchos de los fenotipos observados en los pacientes y permitirá estudiar la posible 
reversibilidad de tales fenotipos. 
3.2 Modelos en Drosophila 
El gen ortólogo a FXN en Drosophila melanogaster (D. melanogaster) fue clonado y 
caracterizado en nuestro laboratorio 228 y fue denominado como fh (frataxin) por la base de 
datos Flybase (flybase.org). El gen fh se localiza en la región 8CD del cromosoma X y su 
estructura es mucho más sencilla que la de FXN, con un tamaño aproximado de 1 kb y 
compuesto por dos exones con 340 pb y 282 pb respectivamente, separados por un intrón de 




190 aminoácidos y un peso molecular de aproximadamente 21 kDa, que pasa a ser de 15 kDa 
tras ser procesada 228,229. La estructura secundaria de FH coincide con el motivo de sándwich 
α-β descrito en otros ortólogos de frataxina 228, de forma que comparte la estructura 
tridimensional característica 230. FH puede unir hierro e interacciona con Iscu en una forma 
dependiente de este metal 229. 
Se han desarrollado varios modelos de FRDA en D. melanogaster combinando la 
metodología RNAi (RNA interference) y el sistema de expresión binario GAL4/UAS 231,232 
para regular negativamente la expresión de fh a nivel posttranscripcional. El sistema 
GAL4/UAS ha sido extensamente utilizado en D. melanogaster para inducir la expresión de 
un transgén bajo el control de las secuencias UAS (Upstream Activation Sequences) en 
aquellas células en las que también se expresa la proteína GAL4, responsable de unirse y 
activar dichas secuencias. Esta estrategia permite obtener unas condiciones similares a las de 
los pacientes de FRDA, al reducir los niveles de frataxina sin eliminar la proteína por 
completo. Además, con el sistema GAL4/UAS se consigue inducir la represión de fh, no solo 
de forma generalizada en todo el organismo, sino también en tejidos concretos en función del 
promotor para GAL4 empleado(Figura 8). 
 
Figura 8. Utilización del sistema de expresión GAL4/UAS en D. melanogaster. La expresión de la 
proteína GAL4 puede controlarse de forma temporal y/o espacial empleando una construcción con el 
promotor adecuado. En aquellas células en las que se exprese la proteína GAL4, ésta se unirá a las 




La pérdida de función de fh produce, en D. melanogaster, muchos fenotipos bioquímicos, 
celulares y fisiológicos de la FRDA. La depleción casi completa de frataxina de forma ubicua 
afecta seriamente al desarrollo de las larvas y las pupas, impidiendo a los individuos alcanzar 
la fase adulta 168,233, tal como ocurre en ratón 217. Una reducción drástica de FH en músculos 
y corazón en desarrollo también es letal en etapas de pupa, mientras que dicha reducción en 
tejidos neurales permite el desarrollo de adultos viables. No obstante, estos presentan una 
menor supervivencia y capacidad motora cuando la expresión de fh se reduce específicamente 
en el sistema nervioso periférico 168,233. Estos resultados indican que en D. melanogaster, 
como en humanos y en otros modelos, frataxina es una proteína esencial, y que los distintos 
tejidos tienen una sensibilidad diferente al déficit de la proteína.  
La utilización de un sistema GAL4/UAS inducible por RU486 (mifepristona) en corazón, 
permitió a Tricoire et al. 234 detectar una disfunción cardiaca en las moscas en las que la 
deficiencia de frataxina afectaba a dicho órgano. A partir de las imágenes in vivo del corazón 
de tales individuos, los autores identificaron una función sistólica alterada y una considerable 
dilatación del corazón, similar a los fenotipos observados en pacientes con FRDA. De 
momento, la neuropatología celular de la deficiencia de frataxina se ha examinado en 
neuronas motoras de larvas 235. Tales neuronas muestran pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial en los cuerpos celulares, los axones y la unión neuromuscular, seguido por 
defectos en el transporte retrógrado mitocondrial en los axones distales dando lugar a una 
neuropatía de tipo dying-back. Este tipo de neuropatía se ha descrito en las neuronas 
sensitivas y en los tractos motores corticoespinales y espinocerebelosos en pacientes FRDA 
(revisado en 236). En el modelo obtenido por Llorens et al. 168, los niveles de frataxina se 
reducen de forma ubicua a niveles del 30% de los valores normales, situación más similar a 
lo que ocurre en los pacientes, lo que permite un desarrollo embrionario normal pero 
afectando a la supervivencia y a la capacidad motora en la fase adulta. 
La deficiencia de frataxina en D. melanogaster también desencadena la acumulación de 
hierro 237,238, restringida a la mitocondria 238. Estos acúmulos se han descrito en pacientes y 
ratón en diferentes tejidos, como el corazón 239,240, mientras que su presencia en tejido 
nervioso se ha confirmado más recientemente en D. melanogaster y ratón 237,241. El papel 
potencialmente tóxico del Fe en la FRDA es apoyado por el hecho de que todos los modelos 
de D. melanogaster muestran una gran sensibilidad al aumento del contenido de hierro en el 




de otros metales como Cu y Zn que también podría tener un papel relevante en la enfermedad. 
Se ha observado que diferentes modificadores genéticos implicados en el metabolismo de 
dichos metales o el empleo de quelantes para éstos es capaz de aliviar los fenotipos causados 
por la deficiencia de frataxina en D. melanogaster 243. 
Se ha sugerido que la acumulación de Fe en la FRDA contribuiría a la generación de 
ROS, que mediarían en los mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad (revisado en 
156,244). No obstante, el papel del estrés oxidativo se ha cuestionado y existen resultados 
controvertidos también en los modelos de D. melanogaster (revisado en 230). Se ha descrito 
que la sobre-expresión de enzimas que eliminan las ROS, como catalasa, SOD1 (Superoxide 
dismutase (Cu-Zn)) y SOD2 no pudieron rescatar la letalidad de las pupas deficientes de 
frataxina 233, ni mejorar la disfunción cardiaca en las moscas con reducción de frataxina 
restringida al corazón 234. Tampoco se han detectado niveles elevados de ROS en las 
motoneuronas con déficit de frataxina, aunque estas neuronas respondieron a la acción de la 
antimicina A (inhibidor del complejo III respiratorio) con mayores niveles de ROS que las 
neuronas control 235. Sin embargo, frente a estos resultados, hay un mayor número de 
evidencias que apoyan al estrés oxidativo como un actor importante en la FRDA 
77,160,247,248,163,166–168,171,225,245,246. La sobre-expresión de catalasa, mitoCAT (usando un 
transgén sintético que dirige catalasa a la mitocondria), o mTPx (mitochondrial 
peroxiredoxin) rescata la reducción de la esperanza de vida y la mayor sensibilidad al H2O2 
en moscas con reducción de frataxina en el SNP 249. Estas enzimas también restauran la 
actividad de la aconitasa en las moscas con reducción sistémica de frataxina 249, apoyando el 
papel del estrés oxidativo en la inactivación de la aconitasa. También se ha descrito que 
proteínas que actúan sobre los peróxidos lipídicos mejoran los fenotipos causados por la 
deficiencia de frataxina 250,251. 
Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo para la degeneración neuronal en la 
FRDA en el que la toxicidad del hierro no está asociada con el daño por ROS. Chen et al. 237 
identificaron el primer alelo mutante de fh (fh1), consistente en una mutación sin sentido 
inducida por metanosulfonato de etilo (S136R). Este cambio se localiza en una posición muy 
conservada (S157 en humanos) que se requiere para la unión de FXN al complejo de 
ensamblaje de centros Fe-S 237,252. Esta mutación es letal en fase larva-pupa, por lo que los 
autores obtuvieron un mosaico de clones mitóticos mutantes de fh en neuronas 




esfingolípidos y activa la expresión de las proteínas Pdk1 (3-phosphoinositide-dependent 
protein kinase-1), Mef2 (myocyte enhancer factor-2) y sus dianas, lo que causa la pérdida de 
fotorreceptores en los ommatidios de las moscas. Confirmaron estos resultados al ver que la 
inhibición de la síntesis de esfingolípidos con miriocina, o el silenciamiento de la expresión 
de Pdk1 o Mef2 tuvo un efecto positivo en el fenotipo neurodegenerativo. Posteriormente, 
los autores identificaron este mecanismo en un modelo de ratón e incluso en el tejido cardíaco 
de pacientes 241. 
D. melanogaster también ha sido un organismo modelo pionero en señalar el papel de 
frataxina en la homeostasis de los lípidos y de las células gliales 250. La reducción ubicua o 
en células gliales de frataxina puede desencadenar la acumulación de lípidos. Se ha observado 
un incremento de ácido mirístico (C14: 0), ácido palmítico (C16: 0), ácido palmitoleico (C16: 
1), ácido oleico (C18: 1) y ácido linoleico (C18: 2), lo que sugiere que la pérdida de la función 
mitocondrial también afectaría a la beta-oxidación de los ácidos grasos y conduciría a la 
acumulación de las especies más abundantes 250. La presencia de gotas de lípidos ya se había 
observado en modelos de ratón 219, pero se desconocía cuál era su composición. Los 
resultados en D. melanogaster han permitido determinar el contenido de las gotas lipídicas, 
así como su asociación con la fisiopatología de la FRDA. Desde ese momento, se ha abordado 
el estudio de la desregulación lipídica en otros modelos 253 y en muestras de pacientes 254. 
4 Regulación y funciones de la proteína mTOR 
4.1 Componentes de los complejos TORC 
La serina/treonina quinasa mTOR (mechanistic target of rapamycin) 255 pertenece a la 
familia de las quinasas relacionadas con la fosfatidilinositol 3-quinasa y es el principal 
activador de procesos biosintéticos requeridos para el crecimiento celular en todos los 
organismos eucariotas, regulándolos acorde a un gran número de señales intra- y 





Figura 9. Principales procesos y señales relacionados con la regulación por la proteína mTOR 
(adaptado de 255). Generalmente, condiciones favorables para el crecimiento celular, como la 
disponibilidad de nutrientes y energía, favorecen un incremento de la actividad de la proteína mTOR. 
Condiciones como la deprivación de nutrientes y diferentes tipos de estrés pueden conducir a una 
reducción de la actividad de la proteína. 
La proteína mTOR es un componente común, junto con las proteínas mLST8 
(mammalian lethal with sec13 protein 8) y DEPTOR (inhibitory DEP domain containing 
mTOR-interacting protein), de dos complejos multiproteicos diferentes, TORC1 (mTOR 
complex 1) y TORC2 (mTOR complex 2) 257. Los componentes de cada uno de estos 
complejos se indican en la Figura 10. Específicas del complejo TORC1 son las proteínas 
Raptor (regulator-associated protein of the mammalian target of rapamycin) y PRAS40 
(proline-rich Akt substrate of 40 kDa) 258,259. Raptor es esencial para la actividad de TORC1. 
El complejo TORC2 incluye las proteínas Rictor (rapamycin-insensitive companion of 
mTOR), mSIN1 (mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1) y PROTOR 
1 y 2 (proteins observed with rictor 1 and 2) 260–262. Tanto Rictor como mSIN1 son críticas 
para la función de mTORC2. Ambos complejos tienen una preferencia por sustratos 





Figura 10. Componentes de los complejos TORC1 y TORC2 (adaptado de 263). Ambos complejos 
comparten algunos elementos, mientras que PRAS40 y Raptor son específicos del complejo TORC1, y 
Rictor, PROTOR y mSIN1 son específicos del complejo TORC2. DEPTOR: inhibitory DEP domain 
containing mTOR-interacting protein, mLST8: mammalian lethal with sec13 protein 8, mTOR: 
mechanistic target of rapamycin, mSIN1: mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 
1, PRAS40: proline-rich Akt substrate of 40 kDa, PROTOR: proteins observed with rictor, Raptor: 
regulator-associated protein of the mammalian target of rapamycin, Rictor: rapamycin-insensitive 
companion of mTOR, tel2: telomere length regulation protein, tti1: TEL2-interacting protein 1. 
4.2 Regulación de TORC1 
La actividad de mTOR es sensible a una compleja red de señalización, y el número de 
proteínas capaces de influenciar la función de la quinasa se sitúa probablemente en varios 
cientos 264. Diversas fuentes de estrés pueden afectar a los complejos TORC actuando sobre 
diferentes cascadas de señalización, produciendo la inhibición de la actividad de mTOR 265–
268. A continuación, se describen los principales mecanismos de regulación del complejo 
TORC1, esquematizados en la Figura 11. 
4.2.1 Señalización por factores de crecimiento/PI3K 
Un regulador de TORC1 bien establecido es la ruta de señalización constituida por 
factores de crecimiento/PI3K/AKT (PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; AKT: Protein 
kinase B, PKB). La insulina y factores de crecimiento como IGF (Insulin Like Growth 
Factor) activan sus receptores RTKs (receptor tyrosine kinases) y el eje PI3K/AKT. La 
proteína AKT activada fosforila directamente e inhibe el complejo TSC1/2 (Tuberous 
sclerosis 1/2), el cual a su vez tiene como función la inactivación de la GTPasa Rheb (Ras 




En el complejo TSC1/2, TSC1 actúa estabilizando a TSC2, el cual presenta una actividad 
GAP (GTPase-activating protein) 274,275. La actividad GAP de este complejo es asistida por 
un tercer componente, la proteína TBC1D7 (Tre2-Bub2-cdc16 (TBC) 1 domain family, 
member 7) 276 y controlada por medio de fosforilaciones activadoras e inhibidoras. 
Concretamente, la fosforilación dependiente de AKT resulta en la disociación del complejo 
TSC1/2 del lisosoma, donde Rheb se encuentra localizado, y promoviendo por tanto la 
activación de este último 277. Rheb unido a GTP es un potente activador de TORC1, por lo 
que la inhibición de TSC1/2 por AKT resulta en el incremento de la actividad del complejo 
TORC1 278,279. Además, AKT fosforila directamente e inhibe a PRAS40, un componente del 
complejo TORC1 que regula negativamente la actividad quinasa de éste, conduciendo 
también a la activación de TORC1 mediante otro mecanismo 280–283. 
Los receptores RTK además estimulan el eje de señalización Ras/Erk/RSK1, que 
directamente fosforila TSC2 para inactivar su actividad GAP 284,285. La función de TSC1/2 
es también regulada por la señalización por Wnt a través de la quinasa GSK3β (glycogen 
synthase kinase 3b), conduciendo de nuevo a un incremento de la actividad de TORC1 
mediante la supresión de la actividad de TSC2. Por último, la proteína PTEN (phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome 10) es capaz de inactivar el PIP3 
(Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) producido por la PI3K, suprimiendo la 
señalización hacia TORC1 286. 
4.2.2 Aminoácidos 
Los aminoácidos son reguladores cruciales de TORC1 287,288. Las proteínas Rag 
(RagA/B/C/D), una familia de pequeñas GTPasas de tipo Ras, son mediadores clave de la 
activación de TORC1 inducida por aminoácidos 289,290. RagA o RagB forma un heterodímero 
junto a RagC o RagD 291, y este dímero se encuentra asociado al lisosoma e inactivado por el 
complejo Ragulator 292. 
En presencia de aminoácidos, las proteínas Rag son activadas de forma secuencial por 
dos complejos multiprotéicos denominados GATOR1 (Gap Activity Toward Rags 1) y 
GATOR2 (Gap Activity Toward Rags 2), los cuales presentan actividad GAP hacia las Rag 
293–295. Las proteínas Rag activadas reclutan el complejo TORC1 a la superficie del lisosoma, 




ocurre mediante la unión de estas últimas a la proteína Raptor, lo que solo ocurre cuando 
RagA/B y RagC/D están unidas a GTP y GDP respectivamente. 
4.2.3 Energía celular 
La proteína AMPK (AMP-activated protein kinase) actúa como un sensor de los niveles 
de energía celulares y es activado por una ratio AMP (adenosine monophosphate)/ATP 
elevada. AMPK es capaz de fosforilar TSC2, incrementando la actividad GAP del complejo 
TSC1/2 296. Además, AMPK fosforila directamente a Raptor, resultando en la disminución 
de la actividad de TORC1 297. 
Otro mecanismo capaz de disminuir la actividad de TORC1 bajo una situación de estrés 
energético es la fosforilación inhibitoria de Rheb por el complejo formado por p38β 
(Mitogen-activated protein kinase p38 beta) y PRAK (p38-regulated/activated protein 
kinase) 298. La proteína MARK4 (AMPK-related kinase MAP/microtubule affinity-regulating 
kinase 4) también puede inhibir la actividad de TORC1 en condiciones de estrés energético 
mediante una fosforilación inhibitoria sobre Raptor 299. 
4.2.4 Nivel de oxígeno 
La deprivación de oxígeno activa el proceso de autofagia mediante la atenuación de la 
función mitocondrial o la activación transcripcional de la proteína BNIP3 (Bcl-2/adenovirus 
E1B19-kDa interacting protein 3) por medio de HIF1α (hypoxia-inducible factor 1α), puesto 
que BNIP3 es capaz de inhibir a Rheb 300,301. HIF1α también induce la expresión de REDD1 
(DNA damage response 1), que puede modular la actividad de TSC2 para disminuir la 
actividad del complejo TORC1 302,303. 
4.2.5 Estrés osmótico 
El estrés osmótico puede inhibir la actividad de los complejos TORC1 y TORC2, aunque 
el grado de inhibición varía en función de la intensidad y la duración del estrés. Este efecto 
inhibitorio sobre mTOR se conoce desde hace tiempo 265,267, sin embargo, aún no están claros 
los mecanismos involucrados. La capacidad de la proteína AMPK de responder a diversos 
tipos de agentes estresores, incluyendo el estrés osmótico 304, hace que sea un posible 




ello, existen estudios que no apoyan el papel de AMPK como principal regulador de TORC1 
en células expuestas a hipertonicidad 305,306. 
Recientemente se ha observado que el estrés osmótico de corta duración es capaz de 
activar la actividad quinasa intrínseca de TORC1 mediante la fosforilación de Raptor por la 
quinasa JNK (c-Jun N-terminal kinase), al mismo tiempo que inhibe la fosforilación de S6K 
(ribosomal protein S6 kinase) y 4E-BP (eIF4E-binding protein), ambos aguas abajo de 
TORC1 306. Esto parece indicar que un estrés osmótico de alta intensidad podría interferir 
con la señalización de TORC1 aguas abajo sin inhibir su actividad quinasa. 
4.2.6 Estrés oxidativo 
La inhibición de TORC1 también se ha visto que juega un papel importante en la 
inducción de autofagia por ROS 307,308. El complejo TSC1/2 puede localizarse en los 
peroxisomas a través de la unión a las proteínas PEX (peroxisomal biogenesis factor) 19 y 5  
y ser activado por las ROS del peroxisoma para inhibir la actividad de TORC1 307. El 
complejo TSC1/2 puede activarse también por fosforilaciones mediadas por GSK3β 309 y 
AMPK en respuesta a ROS y estrés energético 296,308. 
4.2.7 Daño en el DNA 
TSC2 es activado por el homólogo de REDD1, REDD2 265,310 y por las sestrinas 1 y 2, 
inducidos por el factor p53 (cellular tumor antigen p53) en respuesta al daño en el DNA 311. 
El supresor de tumores p53 es bien conocido por su respuesta a este tipo de daño y por su 
capacidad de prevenir la transformación celular mediante la inducción de productos génicos 
que controlan el ciclo celular, la reparación del DNA, la senescencia y la apoptosis 312–314. 
Entre otras dianas, p53 induce la expresión de varias proteínas capaces de inhibir la actividad 
de TORC1 directa o indirectamente (PTEN, AMPK, TSC2, REDD1, REDD2, sestrinas 1 y 
2 y TIGAR (TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator)) 315. De esta forma, ralentiza 
el ciclo celular atenuando los procesos biosintéticos que podrían favorecer la expansión de 
las células alteradas. 
Además de estas funciones activadas por el estrés, p53 puede influir en la actividad de 
TORC1 modulando la utilización de glucosa y la producción de energía mediante la 




mejorando las defensas antioxidantes mediante la inducción de proteínas como las sestrinas 
317,318. 
 
Figura 11. Señales capaces de regular la actividad de TORC1. La actividad del complejo TORC1 
puede ser regulada positiva y negativamente por un gran número de señales intracelulares y tipos de 
estrés. 
4.3 Procesos regulados por TORC1 
En respuesta a las señales anteriores, TORC1 regula una serie de procesos mediante la 
fosforilación directa de sus dianas o la modulación de la actividad de diferentes factores de 
transcripción. En la Figura 12 se muestran varios de los procesos modulados por TORC1, 





Figura 12. Procesos modulados por TORC1 (adaptado de 255,263). TORC1 es capaz de regular un gran 
número de procesos biosintéticos y de modular la actividad de diferentes factores de trasncripción (en 
azul). FOXO: forkhead box, sub-group O, HIF1α: hypoxia-inducible factor 1α, HSF1: Heat shock 
factor 1, NFAT5: Nuclear factor of activated T-cells 5, Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 
2, PGC1α: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha, PPARα: 
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha, PPARγ: Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma, p53: cellular tumor antigen p53, SRBPs: Sterol regulatory element-binding protein, SKAR: 
S6K1 Aly/REF-like substrate, S6K: ribosomal protein S6 kinase, TFEB: transcription factor EB, 
TORC1: mTOR Complex 1, ULK: autophagy-initiating UNC-5 like autophagy activating kinase 
complex, VPS34: vacuolar protein sorting 34, 4E-BP: eIF4E-binding protein. 
4.3.1 Síntesis de proteínas 
Bajo condiciones de abundancia de nutrientes, TORC1 promueve el crecimiento 
mediante la fosforilación de importantes factores involucrados en la biogénesis de ribosomas 
como S6K 319,320, la traducción de proteínas como 4E-BP 321 y la síntesis de tRNAs (transfer 
RNA) como MAF1 322,323. TORC1 favorece también la síntesis de proteínas indirectamente 
mediante el incremento de la actividad de las RNA polimerasas I y III, las cuales transcriben 
genes que codifican RNAs de transferencia y ribosomales 323 (Figura 13). 
De entre todos los efectores involucrados, 4E-BP y S6K son los principales reguladores 
de la síntesis de proteínas bajo el control de TORC1. La mayor parte de los mRNAs 
eucariotas contienen una repetición de guanosinas metiladas en sus extremos 5’ UTR 
conocida como cap, a la cual se une la proteína eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E) para 
iniciar la traducción. 4E-BP regula la actividad de eIF4E, asociándose a éste e impidiendo su 
unión con la cap del mRNA 324. La fosforilación de 4E-BP por mTOR resulta en la liberación 




initiation factor 4G) y la helicasa de RNA eIF4A (eukaryotic initiation factor 4A), entre otros 
muchos factores 325,326. 
S6K afecta indirectamente a la síntesis de proteínas mediante la fosforilacion de S6 
(ribosomal protein S6), conduciendo a la expresión de mRNAs implicados en la biogénesis 
de ribosomas 327. S6K también fosforila una variedad de otras proteínas directa o 
indirectamente relacionadas con la regulación de la traducción o el procesado de mRNAs, 
como eIF4B (eukaryotic initiation factor 4B), eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase), 
PDCD4 (programmed cell death 4), CBP80 (nuclear cap-binding protein sub-unit 1) y 
SKAR (S6K1 Aly/REF-like substrate) 328–334. 
Además de su efecto en la traducción global, algunos estudios demuestran que TORC1 
afecta de forma importante a la traducción de grupos específicos de mRNAs 335–338. Sin 
embargo, la identidad de estos mRNAs varía considerablemente entre los diferentes estudios. 
Se ha sugerido que la activación de la señalización por TORC1 induce específicamente la 
traducción de mRNAs que codifican componentes de la maquinaria de traducción, proteínas 
involucradas en la progresión del ciclo celular, proteínas mitocondriales y factores de 
metástasis que promueven el desarrollo del cáncer. Aumentar la traducción de algunos de 
estos mRNAs resulta en un incremento de la producción mitocondrial de ATP y una elevada 
síntesis de proteínas, asegurando de esta forma el continuo crecimiento celular. Thoreen y 
colaboradores 335 sugieren que secuencias 5’ TOP (5' terminal oligopyrimidine tract) o 5’ 
TOP-like son las responsables de mediar la regulación de la traducción dependiente de 4E-
BP, aunque otros estudios sugieren que la regulación por 4E-BP no se correlaciona con estas 
secuencias 339. 
También se ha descrito que la señalización por TORC1 regula positivamente la expresión 
de genes que codifican subunidades del proteasoma de una manera dependiente de Nrf1 
(nuclear factor erythroid-derived 2-related factor 1). De esta forma es posible que la 
señalización por TORC1 coordine los niveles de proteínas regulando tanto la síntesis como 





Figura 13. Regulación de la síntesis de proteínas por TORC1. TORC1 es capaz de modular tanto la 
síntesis como la degradación de proteínas por medio de sus multiples efectores. eEF2K: eukaryotic 
elongation factor 2 kinase, eIF4B: eukaryotic initiation factor 4B, eIF4E: eukaryotic initiation factor 
4E, Nrf1: Nuclear factor erythroid 2-related factor 1, PDCD4: programmed cell death 4, rRNA: 
ribosomal RNA, S6: ribosomal protein S6, S6K: ribosomal protein S6 kinase, TORC1: mTOR Complex 
1, tRNA: transfer RNA, 4E-BP: eIF4E-binding protein. 
4.3.2 Autofagia 
La mayoría de las condiciones capaces de inducir el proceso de autofagia, como la 
deprivación de nutrientes o de factores de crecimiento, o un bajo nivel de energía en la célula, 
inhiben la actividad de TORC1. Esto sugiere una estrecha relación entre la inducción de 
autofagia y la actividad de este complejo (Figura 14). TORC1 inhibe el complejo ULK 
(autophagy-initiating UNC-5 like autophagy activating kinase complex) mediante la 
fosforilación de algunos de sus componentes, como ATG13 (autophagy related gene 13) y 
ULK1/2 340–342. La inhibición de TORC1 resulta en un incremento de la actividad quinasa de 
ULK1/2, la cual entonces fosforila ATG13 y RB1CC1, (RB1 inducible coiled-coil 1), 
subunidades criticas del complejo ULK1/2 340–342. 
En células de mamífero, TORC1 fosforila la serina 758 de ULK1, previniendo la 
interacción y fosforilación de ULK1 por AMPK, esencial para la activación de ULK1 343. De 
esta forma, la iniciación de la autofagia por ULK es regulada recíprocamente por TORC1 y 
AMPK en respuesta a cambios en los nutrientes de la célula y los niveles de energía. Además 




estabilidad de ULK1 mediante la fosforilación inhibitoria de AMBRA1 (autophagy/beclin 1 
regulator 1) 344. AMPK y TORC1 también regulan el complejo VPS34 (vacuolar protein 
sorting 34), una PI3K de clase III cuya actividad es crucial para la formación de los 
autofagosomas. VPS34 forma múltiples complejos que tienen otros papeles además del 
implicado en la autofagia. En respuesta a estrés por nutrientes, AMPK activa el complejo 
VPS34 proautofágico mediante la fosforilación de Beclin1, mientras que simultáneamente 
inhibe el complejo VPS34 no autofágico vía fosforilación de Thr163/Ser165 en VPS34 345. 
En contraste, TORC1 fosforila ATG14L (autophagy related gene 14L) en el complejo VPS34 
e inhibe la actividad quinasa de lípidos de VPS34, proporcionando otro mecanismo de 
inhibición de autofagia por TORC1 346. TORC1 también regula la autofagia a nivel 
transcripcional modulando la localización de TFEB (transcription factor EB), un regulador 
maestro de la transcripción de genes lisosomales y de autofagia 347. Aunque otras quinasas 
también pueden fosforilar TFEB, se ha visto que TORC1 fosforila directamente a TFEB en 
las posiciones Ser142 y Ser211, lo que resulta en el secuestro citoplasmático del factor de 
transcripción 348,349. Como transductores clave de la señalización por aminoácidos, las 
GTPasas Rag pueden unirse y secuestrar TFEB en el lisosoma inhibiendo su actividad 350. 
 
Figura 14. Regulación de la autofagia por TORC1 (adaptado de 351). TORC1 es capaz de modular 
el proceso de autofagia por medio de la inhibición de diferentes complejos proteicos y del factor de 
transcripción TFEB. AMBRA1: autophagy/beclin 1 regulator 1, ATG14L: autophagy related gene 
14L, ATG13: autophagy related gene 13, ATG101: autophagy related gene 13, TFEB: transcription 
factor EB, TORC1: mTOR Complex 1, RB1CC1: RB1 inducible coiled-coil 1, ULK: autophagy-
initiating UNC-5 like autophagy activating kinase complex, UVRAG: UV Radiation Resistance 




4.3.3 Biogénesis mitocondrial 
La generación de nuevas mitocondrias requiere la transcripción de genes del genoma 
nuclear y del DNA mitocondrial (mtDNA). La transcripción de los genes nucleares está bajo 
el estrecho control de varios factores de transcripción, incluyendo NRF1 (Nuclear 
respiratory factor 1) y NRF2 (Nuclear respiratory factor 2), Sp1 (stimulatory protein 1), 
ERRα (estrogen-related receptor α) y YY1 (Yin-Yang 1 transcription factor). Estos factores 
de transcripción están a su vez controlados por el regulador maestro PGC1α 352. PGC1α se 
une a estos factores de transcripción y actúa como un co-activador. La transcripción del 
mtDNA está en gran medida regulada por el factor TFAM (transcription factor A in 
mitocondria), el cual es también crucial para el mantenimiento del mtDNA 353. La 
transcripción del propio TFAM es regulada por PGC1α y NRF1, sugiriendo un papel central 
de PGC1α en la biogénesis mitocondrial. Multitud de estímulos intra- y extracelulares como 
nutrientes, calcio, ROS, insulina, hipoxia, etc. convergen en PGC1α para modular la función 
mitocondrial. Como mediador crítico de muchas de estas señales, mTOR también afecta a la 
homeostasis de la mitocondria a través de la regulación de su biogénesis 354 (Figura 15). 
Se ha visto que la hiperactivación de mTOR en HSCs (haematopoietic stem cells) 
favorece la biogénesis mitocondrial 355. Además, los ratones knockout condicionales para 
TORC1 en el musculo esquelético muestran una reducción de la biogénesis mitocondrial 355. 
Se ha descrito que TORC1 puede regular la expresión de PGC1α por medio de YY1 356. Estos 
datos sugieren un papel positivo de TORC1 en la biogénesis mitocondrial. Sin embargo, este 
papel está en conflicto con otras observaciones. Por ejemplo, el ayuno o la restricción 
calórica, los cuales inhiben la actividad de TORC1, activan PGC1α y promueven la 
biogénesis mitocondrial 357. PGC1α tiene efectos pleiotrópicos en el metabolismo de grasas 
y de ROS, y estas funciones pueden también influir indirectamente en la biogénesis 
mitocondrial. De hecho, se ha visto que PGC1α puede inhibir la generación de ROS 358, 
mientras que algunas especies reactivas como el H2O2 pueden activar la biogénesis de 
mitocondrias y mejorar la función mitocondrial 359, sugiriendo un mecanismo de regulación 
de la biogénesis mitocondrial por ROS. La regulación de la biogénesis mitocondrial por parte 
de mTOR, sea activadora o inhibidora, podría estar modulada por los niveles intracelulares 





Figura 15. Modulación de la biogénesis mitocondrial por TORC1. El proceso de biogénesis 
mitocondrial esta regulado por diferentes factores de transcripción que controlan la expresión de genes 
nucleares y mitocondriales. ERRα: estrogen-related receptor α, Nrf1: Nuclear factor erythroid 2-
related factor 1, Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 1, PGC1α: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha, Sp1: stimulatory protein 1, TFAM: transcription factor 
A in mitocondria, TORC1: mTOR Complex 1, YY1. Yin-Yang 1 transcription factor. 
4.3.4 Actividad de otros factores de transcripción 
Nrf2 
Como se detalló anteriormente, el factor de transcripción Nrf2 responde a incrementos en 
la concentración de ROS y aumenta la expresión de genes que codifican diversas proteínas 
implicadas en el mantenimiento del equilibrio redox, tales como las superóxido dismutasas, 
enzimas para la síntesis de glutatión, tioredoxin reductasas o peroxiredoxinas 360. La 
abundancia de Nrf2 es controlada por el represor Keap1, que facilita la ubiquitinización y la 
consecuente degradación por el proteasoma de Nrf2 361–363. El incremento de las ROS induce 
la oxidación de varias cisteínas en Keap1, provocando un cambio conformacional que causa 





Nrf2 es sensible a la actividad de mTOR, aunque los efectos observados varían en función 
de los estudios. La activación de Nrf2 mediante su liberación de Keap1 puede incrementarse 
via TORC1 por medio de autofagia selectiva 364. Sin embargo, un estudio en células HepG2 
mostró que, aunque la rapamicina redujo la abundancia basal de Nrf2, no inhibía su 
acumulación en respuesta a (R)-a-ácido lipoico, un compuesto que induce la expresión de 
genes dependientes de Nrf2 365, lo que sugiere que el estrés oxidativo es capaz de incrementar 
la actividad de Nrf2 de forma independiente de TORC1. Por otra parte, un tratamiento 
prolongado con rapamicina en fibroblastos humanos reducía la abundancia de Keap1 e 
incrementaba la acumulación de Nrf2 366. Por tanto, TORC1 puede tener efectos tanto 
positivos como negativos sobre Nrf2 dependiendo del tipo celular y de las condiciones 
experimentales 255. 
FOXO 
Los factores de transcripción de la familia FOXO (forkhead box, sub-group O) son 
importantes reguladores de la homeostasis celular y juegan un papel protector bajo diferentes 
tipos de estrés, pero también pueden favorecer mecanismos de muerte celular 367. En 
diferentes contextos, los factores de transcripción FOXO pueden inducir la expresión de 
genes que codifican proteínas que bloquean el ciclo celular, activan la apoptosis, mejoran la 
respuesta antioxidante, promueven la autofagia o modulan la señalización por receptores, 
incluyendo las rutas de señalización mediadas por mTOR 367. 
Hay contextos específicos en los que FOXO puede beneficiarse de la capacidad de 
TORC1 para atenuar la actividad de TORC2. En linfocitos T, la activación de TORC1 
conduce a la reducción de la función de TORC2 junto con una sustancial reducción de las 
fosforilaciones represoras de FOXO1 y FOXO3 dependientes de TORC2 y AKT en respuesta 
a la activación de los receptores TCR (T cell receptor) 368. Linfocitos T deficientes en TSC1 
también muestran mayor inducción de apoptosis tras la activación de los TCR y un 
incremento en la expresión de varios genes regulados por FOXO como BCL2L11 (Bcl-2–
like protein 11) y CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) 368. Además, el 
tratamiento con rapamicina en células de cáncer de colon humanas produce tanto una 




4.4 Regulacion y funciones de TORC2 
TORC2 es esencial para la función del citoesqueleto de actina 370,371, pero también se ha 
demostrado que es capaz de regular el crecimiento celular, la diferenciación, la proliferación 
y la homeostasis de lípidos 372,373. Parte de la actividad de TORC2 esta mediada por la 
activación y estabilización de la quinasa AKT. 
Los mecanismos responsables de la regulación de TORC2 no son todavía conocidos en 
profundidad. Se ha propuesto que el eje de señalización de factores de crecimiento/PI3K es 
capaz de activar TORC2 promoviendo la asociación del complejo con ribosomas 374. 
Concretamente, se ha observado que TORC2 es regulado positivamente por TSC2, un efecto 
independiente de la actividad GAP de TSC1/2 y la inhibición de TORC1 375. A su vez TORC2 
puede fosforilar un conjunto de proteínas de la familia de quinasas AGC (PKA, PKG y PKC) 
que median la regulación de la supervivencia celular, el metabolismo y la organización del 
citoesqueleto 376. Como se mencionó previamente, TORC2 es responsable de la fosforilación 
y activación de AKT 377. Dicha proteína media a su vez una interaccion positiva hacia 
TORC1, ya que AKT estimula aguas arriba la actividad de este complejo. Existen varios 
circuitos de regulación negativa desde TORC1 hacia TORC2 mediados por la disminución 
de la señalización en la ruta RTK/PI3K. La proteína S6K es capaz de regular negativamente 
al receptor IRS1 (insulin receptor substrate 1), el cual es un mediador positivo de la 
señalización RTK/PI3K 378,379. Además, S6K tambien puede fosforilar a Rictor, uno de los 
componentes del complejo TORC2, afectando por tanto a la actividad de éste 380. TORC1 
tambien es capaz de inhibir directamente la señalización por RTK/PI3K fosforilando IRS1 y 
GRB10 (growth factor–bound protein 10) 381–383. Estas interacciones en la señalización de 
TORC1 y TORC2 permiten que la actividad de ambos complejos esté finamente regulada 
para responder de forma precisa a las necesidades celulares 351. 
4.5 Señalización de mTOR en efermedades neurodegenerativas 
La ruta de señalización dependiente de mTOR es clave en la regulación de la morfología 
celular, la migración y la diferenciación durante el desarrollo del cerebro 384. También es 
clave en procesos neurológicos esenciales como la formación de memoria y el 
establecimiento de ritmos circadianos 385,386. En el cerebro, los complejos TORC1 y TORC2 




excitabilidad celular, la formación de memoria y el aprendizaje, mientras que el papel de 
TORC2 esta relacionado con la integridad del citoesqueleto y la migración celular (revisado 
en 387). No obstante, la mayoría de los trastornos neurológicos asociados con la señalización 
por mTOR han sido relacionados con el complejo TORC1. 
Existen muchos indicios a favor del papel crítico de TORC1 en el proceso de 
envejecimiento 388,389. Modificaciones en la actividad de esta ruta de señalización podrían 
tener efectos beneficiosos en la senescencia celular 390, lo que resulta de particular relevancia 
en los trastornos neurodegenerativos. Una señalización aberrante por parte de TORC1 puede 
tener efectos diferentes en función del tipo celular en el que ocurra, sin embargo, una 
consecuencia común es la dificultad para la eliminación de agregados proteicos tóxicos que 
conducen a la muerte celular. En las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington se 
produce la acumulación anormal de las proteínas tau, α-synucleina y huntingtina 
respectivamente, y en las tres enfermedades se han descrito alteraciones en la activación de 
la señalización por mTOR 391–400. También se ha observado, en diferentes modelos de dichas 
enfermedades, que la inhibición de la señalización de TORC1 mediante rapamicina es capaz 
de rescatar diferentes fenotipos como la acumulación anormal de las proteínas citadas, lo cual 
ha sido asociado generalmente a la inducción de la autofagia 392,401–403. Estos resultados 
suponen un importante estimulo para considerar la señalización por mTOR como una posible 
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Este trabajo de tesis doctoral está enmarcado dentro de una línea de investigación en 
nuestro laboratorio centrada en el uso de D. melanogaster para el estudio de la FRDA. El 
trabajo realizado forma parte de los objetivos del grupo de avanzar en el conocimiento de la 
fisiopatología de la enfermedad y la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas y tratamientos 
para la FRDA. 
 
Hipótesis: 
El modelo en D. melanogaster de deficiencia de frataxina presenta unos fenotipos 
similares a los observados en pacientes y otros modelos de la enfermedad, como son una 
reducción de la capacidad motora y la supervivencia y un elevado incremento en la 
sensibilidad al estrés oxidativo. Además, se ha observado que en dicho modelo existe también 
una desregulación del metabolismo del hierro y otros metales y que antioxidantes como la 
idebenona son capaces de mejorar los fenotipos de las moscas modelo. Todo ello es 
indicativo de que los mecanismos patológicos que desencadena la deficiencia de frataxina en 
Drosophila y humanos están suficientemente conservados como para proponer este modelo 
como una herramienta útil en la búsqueda de nuevos tratamientos y dianas terapéuticas. 
Drosophila ha sido tradicionalmente uno de los organismos en el que más se han 
estudiado los mecanismos que regulan la dinámica de la cromatina. Dado que muchos de los 
procesos moleculares involucrados están conservados entre Drosophila y humanos, es 
posible que también lo estén los mecanismos de represión transcripcional mediados por 
repeticiones del triplete GAA. Por tanto, puede obtenerse un modelo en la mosca que permita 
estudiar la represión transcripcional del gen FXN en la FRDA. 
 
Objetivos: 
1. Identificación de posibles compuestos y dianas terapéuticas relevantes para la 
modulación y reducción de los fenotipos causados por la deficiencia de frataxina. 
2. Obtención y caracterización de un nuevo modelo en D. melanogaster basado en la 
expansión de repeticiones GAA que permita estudiar los mecanismos por los que 
dichas repeticiones producen la inhibición transcripcional de FXN. 
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1 Organismos utilizados 
1.1 Cepas de D. melanogaster 
Las diferentes cepas de D. melanogaster que han sido utilizadas en el presente trabajo se 
detallan en las Tablas 2 y 3, en las que se indica su origen, el genotipo y su aplicación en el 
trabajo. La Tabla 2 muestra las cepas utilizadas en el punto 1 del apartado de Resultados, y 
la Tabla 3 las empleadas en el punto 2. 
Tabla 2. Cepas de D. melanogaster utilizadas para el rastreo piloto de compuestos y el estudio de 
la modulación de TORC1. 
Cepa Origen Genotipo Característica principal 
yw BDSC (6598) y1 w1118 Cepa control 
actin-GAL4 BDSC (3954) 
y1 w*; P{w+mC=Act5C-
GAL4}17bFO1/TM6B, Tb1 
Expresión de la proteína 
GAL4 bajo el control del 





y1 w*; P{w+mC=UAS-fhRNAi}; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/TM6B 
GAL80 
Expresión bajo el control 
de la proteína GAL4 del 







Expresión de la proteína 
GAL4 bajo el control del 
promotor del gen nos y de 





w*; P{w+mC=UAS-fhRNAi}; 3 
Expresión de dsRNA 
contra fh 
UAS-GFP BDSC (1521) 
w*; P{w+mC=UAS-
GFP.S65T}Myo31DFT2 
Expresión de GFP 
FOXO-GFP BDSC (43633) w1118; P{w+mC=UASp-foxo.GFP}3 
Expresión de la proteína 
FOXO fusionada a GFP 
Cnc-eGFP BDSC (38631) 
w1118; PBac{y+mDint2 w+mC=cnc-
EGFP.S}VK00037 
Expresión de la proteína 
Cnc fusionada a eGFP 
eIF4E1LOF BDSC (8648) 
y1 w*; 
P{w+mC=lacW}eIF4E1S058911/TM3, Sb1 
Alelo de pérdida de 
función del gen eIF4E1 
4E-BPLOF BDSC (9559) y1 w*; Thor2 
Alelo de pérdida de 
función del gen Thor  
(4E-BP) 
S6kDN BDSC (6911) w1118; P{w+mC=UAS-S6k.KQ}2 
Expresión de un alelo 
dominante negativo de la 
proteína S6K 
S6kCA BDSC (6914) w1118; P{w+mC=UAS-S6k.STDETE}2 
Expresión de una variante 
constitutivamente activa de 
la proteína S6K 
actin: Actin 5C, BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center, Cnc: factor de transcripción cap-n-collar, dsRNA: 
double-strand RNA, eGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein, eIF4E1: eukaryotic translation initiation factor 
4E1, FOXO: factor de transcripción forkhead box, sub-group O, GFP: Green Fluorescent Protein, LC3: 
MAP1LC3B (microtubule associated protein 1 light chain 3 beta), nos: nanos, S6k: ribosomal protein S6 kinase, 
4E-BP: Thor o 4E-BP (eIF4E-binding protein). 
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Tabla 3. Cepas de D. melanogaster utilizadas para la generación y caracterización del modelo de 
expansión de repeticiones GAA. 
Cepa Origen Genotipo Característica principal 
yw BDSC (6598) y1 w1118 Cepa control 
α-Tub-GAL4 BDSC (42732) 
P{ry+t7.2=hsFLP}1, P{w+mC=tubP-
GAL4}1, P{w+mC=UAS-




Expresión de la proteína 
GAL4 bajo el control del 
promotor del gen α-Tub 
b9752 BDSC (9752) y1 w1118; PBac{y+-attP-3B}VK00037 
Cepa para la inserción de 
las construcciones Luc* en 
el cromosoma 2 
b24485 BDSC (24485) 
y1 M{vas-int.Dm}ZH-2A w*; 
M{3xP3-RFP.attP'}ZH-68E 
Cepa para la inserción de 
la construcción RLuc* en 




y1 w1118; PBac{y+ w+mC=UAS-hsp70-
GAA6-L.luciernaga}VK00037 
Cepas obtenidas tras la 
inserción de las 
contrucciones Luc* (con 6 
o 220 repeticiones GAA) 














y1 M{vas-int.Dm}ZH-2A w*; M{ y+ 
w+mC=UAS-hsp70-L.Renilla}ZH-68E 
Cepa obtenida tras la 
inserción de la 
construcción RLuc* en la 
cepa b24485 
E(z)LOF BDSC (24470) 
w*; E(z)731 P{1xFRT.G}2A/TM6C, 
Sb1 Tb1 
Alelo de pérdida de 
función del gen E(z) 
HDAC1LOF BDSC (11633) 
P{ry+t7.2=PZ}HDAC104556 
ry[506]/TM3, ryRK Sb1 Ser1 
Alelo de pérdida de 
función del gen HDAC1 
Su(var)2-5dsRNA BDSC (33400) 
y1 sc* v1; P{y+t7.7 
v+t1.8=TRiP.HMS00278}attP2 
Expresión de un dsRNA 
contra Su(var)2-5 
Su(var)2-5LOF BDSC (6234) 
In(1)wm4h; Su(var)2-55/In(2L)Cy, 
In(2R)Cy, DuoxCy 
Alelo de pérdida de 
función del gen Su(var)2-5 
Su(var)3-9LOF BDSC (6209) In(1)wm4; Su(var)3-91/TM3, Sb1 Ser1 
Alelo de pérdida de 
función del gen Su(var)3-9 
BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center, dsRNA: double-strand RNA, E(z): Enhancer of zeste, HDAC1: 
Histone deacetylase 1, Su(var)2-5: Suppressor of variegation 205, Su(var)3-9: Suppressor of variegation 3-9, α-
Tub: α-Tubulin at 84B. 
*Las construcciones Luc y RLuc se describen en el punto 2.1 del apartado Resultados 
 
En la Tabla 4 se resumen los cruces realizados para obtener los individuos objeto de 
estudio con el genotipo adecuado, asi como los experimentos en los que se utilizaron. 
Generalmente estos cruces se llevaron a cabo con 80-100 hembras y 40-50 machos de las 
cepas parentales, en tubos de cultivo de 2,6 cm de diámetro y 9,5 cm de altura. 
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Tabla 4. Cruces realizados con las cepas de D. melanogaster y descendencia utilizada. 
Cruce 
Denominación de 







Rastreo piloto de 
compuestos, Capacidad 
motora, Supervivencia, 
Duración desarrollo larvario, 
qPCRs, Medición 
MDA+HAE, Medición GSH 





y1 w*/Y; P{w+mC=UAS-fhRNAi}/2; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/3 
Rastreo piloto de 
compuestos, Capacidad 
motora, Supervivencia, 
Duración desarrollo larvario, 
qPCRs, Medición 
MDA+HAE, Medición GSH 
































































y1 w*/Y; PBac{y+mDint2 w+mC=cnc-
EGFP.S}VK00037/2; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/3 





















































Ratio FOXO Nuclear/Total 
en larvas 
     









y1 w*/Y; P{w+mC=UAS-fhRNAi}/2; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/3 

































y1 w*/Y; Thor2/2; P{w+mC=Act5C-
GAL4}17bFO1/3 








y1 w*/Y; P{w+mC=UAS-fhRNAi}/ 
P{w+mC=UAS-S6k.STDETE}2; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/3 








y1 w*/Y; P{w+mC=UAS-fhRNAi}/ 
P{w+mC=UAS-S6k.KQ}2; 
P{w+mC=Act5C-GAL4}17bFO1/3 





















y1 w*/Y; P{w+mC=UAS-fhRNAi}/ 
Thor2; P{w+mC=Act5C-
GAL4}17bFO1/3 








Genotipo dependiente del 
modificador empleado* 
Rastreo piloto de 






Genotipo dependiente del 
modificador empleado* 
Rastreo piloto de 
modificadores de PEV 
actin: Actin 5C, BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center, Cnc: factor de transcripción cap-n-collar, eGFP: 
Enhanced Green Fluorescent Protein, eIF4E1: eukaryotic translation initiation factor 4E1, FOXO: factor de 
transcripción forkhead box, sub-group O, GFP: Green Fluorescent Protein, LC3: MAP1LC3B (microtubule 
associated protein 1 light chain 3 beta), nos: nanos, PEV: position effect variegation, S6k: ribosomal protein S6 
kinase, 4E-BP: eIF4E-binding protein. 
*Estos cruces se detallan en la Tabla 16 del apartado Material Suplementario. 
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1.2 Líneas celulares 
Se han utilizado varias líneas celulares derivadas de la línea SH-SY5Y, todas ellas 
obtenidas por el grupo de investigación de la Dra. González Cabo 404. La línea celular SH-
SY5Y deriva de la línea de neuroblastoma humano SK-N-SH, que a su vez procede de un 
tumor embrionario derivado de células precursoras del sistema nervioso periférico. En este 
trabajo se emplearon la línea SH-SY5Y wild type (denominada SH-SY5Y); una línea 
transfectada con el plásmido pLKO.1-NT, capaz de activar el mecanismo de silenciamiento 
génico por RNAi, pero sin ninguna diana en humanos (denominada pLKO.1-NT); y una línea 
transfectada con el vector pLKO.1-FXN (denominada FXN-138.1), la cual expresa un 
shRNA (short hairpin RNA) contra el gen FXN. 
Para transfectar las construcciones Luc y RLuc se utilizó la línea S2R+ derivada de 
células S2 (Schneider 2) de D. melanogaster. Esta línea se obtuvo del DGRC (Drosophila 
Genomics Resource Center) de la Universidad de Indiana (Estados Unidos). 
2 Condiciones de cultivo y tratamientos en D. melanogaster 
2.1 Condiciones y medios de cultivo 
Los cruces y el mantenimiento de los individuos de D. melanogater se llevaron a cabo en 
el medio de cultivo estándar, compuesto de (cantidades para 1L): 985 mL de H2O, 10,5 g de 
agar, 60 g de levadura, 10 g de harina de soja, 60 g de harina de maíz, 50 g de azúcar, 5 mL 
de ácido propiónico, 10 mL de etanol y 3 g de Nipagín. 
Cuando se añadieron los diferentes compuestos, el medio se preparó con las mismas 
proporciones indicadas arriba, con la excepción de que se emplearon 3/4 partes de la cantidad 
de H2O necesaria. La cuarta parte de H2O restante se añadió a la mezcla tras haber disuelto 
en ella el compuesto a ensayar. Para facilitar la disolución de los compuestos menos 
hidrosolubles, se utilizó dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentración final, en el medio, 
del 0,1% (v/v). Como medio control se empleó medio estándar suplementado con DMSO al 
0,1% (v/v), citado a lo largo del trabajo como medio Vehículo. 
En los tratamientos con los compuestos, los cruces se realizaron en el medio que contenía 
el compuesto correspondiente para cada experimento. De esta forma los tratamientos 
comenzaban desde las primeras etapas del desarrollo de los descendientes de los cruces. Tras 
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la eclosión de las pupas, los adultos se transferían a nuevos tubos con los compuestos, 
cambiándose el medio cada tres días. Los tubos con los cruces y con los descendientes adultos 
se mantuvieron a 25ºC con un ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas. 
2.2 Selección de los compuestos y determinación de las concentraciones 
utilizadas 
En la Tabla 5 se relacionan los compuestos que han sido ensayados en este trabajo, así 
como las concentraciones utilizadas en cada caso. 
Para determinar la concentración óptima de los diferentes compuestos se siguió el 
siguiente procedimiento: 
I. Se determinó de forma aproximada la concentración a emplear a partir de las 
dosis utilizadas en humanos. Puesto que las diferencias a nivel de metabolismo, 
actividad u otros procesos pueden ser considerables entre los diferentes 
organismos, el interés de esta primera aproximación fue el de conocer los 
órdenes de magnitud de concentración del compuesto a partir de los que 
comenzar los ensayos. 
A partir de dosis empleadas en humanos de “x” en mg de compuesto/Kg peso 
individuo/día, suponiendo un individuo de 70 kg y una ingesta de alimento 
aproximada de 0,5 Kg/día, la concentración calculada para el medio de D. 
melanogaster fue de: 
[𝑚𝑔 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜/ 𝐾𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜] =  
𝑥 𝑚𝑔/𝐾𝑔/𝐷í𝑎 · 70 𝐾𝑔
0,5 𝐾𝑔/𝐷í𝑎
 
El valor obtenido permite preparar el medio de cultivo con el compuesto 
añadiendo éste en una proporción similar a la que representaría el fármaco en 
el alimento humano. 
II. Cada compuesto se probó, por primera vez, a una concentración un orden de 
magnitud superior. En caso de que se observasen efectos deletéreos o una 
reducción de la capacidad motora de los individuos control, se procedía a 
realizar un nuevo ensayo con el compuesto a una concentración 1/2 de la 
original. Los resultados mostrados corresponden a aquellas concentraciones 
ensayadas en las que ya no se observaron efectos negativos en la viabilidad o 
capacidad motora de los individuos control (Tabla 5). 
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Tabla 5. Compuestos y concentraciones utilizadas en los diferentes tratamientos. 
Medio Composición 
Alopurinol#*405 
Alopurinol (Sigma-Aldrich) 29 µM + DMSO (Sigma-Aldrich) 
0,1% (v/v) 
Alfa-tocoferol*406 α-tocoferol (Sigma-Aldrich) 10 mg/mL + DMSO 0,1% (v/v) 
BCS BCS (Sigma-Aldrich) 300 µM 
Celastrol#*407 Celastrol (Sigma-Aldrich) 22 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Curcumina#*408 Curcumina (Sigma-Aldrich) 30 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Dalfampridina*409 Dalfampridina (Sigma-Aldrich) 1,06 mM + DMSO 0,1 (v/v) 
Deferiprona Deferiprona (Sigma-Aldrich) 163 µM 
Dexpramipexol Dexpramipexol (Sigma-Aldrich) 176 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Dexrazoxano#*410 Dexrazoxano (Sigma-Aldrich) 6,2 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Dimebon Dimebon (Sigma-Aldrich) 153 µM+ DMSO 0,1% (v/v) 
Fenilbutirato de Na*411 
Fenilbutirato de Sodio (Sigma-Aldrich) 540 µM + DMSO 0,1% 
(v/v) 
Idebenona# Idebenona (Sigma-Aldrich) 15 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Melatonina*412 Melatonina (Sigma-Aldrich) 215 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Metformina*413 Metformina (Sigma-Aldrich) 10 mM + DMSO 0,1% (v/v) 
Metilcobalamina Metilcobalamina (Sigma-Aldrich) 140 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Olesoxime# Olesoxime (Sigma-Aldrich) 25 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Piracetam Piracetam (Sigma-Aldrich) 6,25 mM + DMSO 0,1% (v/v) 
Pterostilbeno Pterostilbeno (Pascual y Furió) 176 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
RAP*414 0,5 µM Rapamicina (LC Laboratories) 0,5 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
RAP 1 µM/RAP Rapamicina (LC Laboratories) 1 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
RAP + 3-MA 
Rapamicina (LC Laboratories) 1 µM + 3-Metiladenina (Sigma-
Aldrich) 67 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Riluzol# Riluzol (Sigma-Aldrich) 107 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Temsirolimus# Temsirolimus (Sigma-Aldrich) 16 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
TPEN TPEN (Sigma-Aldrich) 10 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
TTM TTM (Sigma-Aldrich) 10 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
Vehículo DMSO 0,1% (v/v) 
Z. A. dihidrato 
Zinc acetato dihidrato (Sigma-Aldrich) 2,85 mM + DMSO 0,1% 
(v/v) 
3-MA 3-Metiladenina (Sigma-Aldrich) 67 µM + DMSO 0,1% (v/v) 
DMSO: Dimetilsulfóxido, BCS: bathocuproine disulfonate, RAP: rapamicina, TPEN: N,N,N',N'-Tetrakis(2-
pyridylmethyl)ethylenediamine, TTM: tetrathiomolybdate, Z. A. dihidrato: zinc acetato dihidrato, 3-MA: 3-
metiladenina. 
#Compuestos con reducida solubilidad en H2O, disueltos en primer lugar en DMSO 100% 
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Para descartar posibles interferencias entre la rapamicina y el sistema de expresión 
GAL4/UAS, se comprobó el efecto del compuesto en individuos que expresan una 
construcción UAS-GFP. Para ello se homogeneizaron 30 individuos control/GFP en PBS 
(Phosphate-Buffered Saline; NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCl 2,7 mM, pH 7,4) y se realizó 
una centrifugación a 3000 g. El sobrenadante se transfirió a una placa de 96 pocillos para la 
medición de la fluorescencia en un equipo VICTOR spectrophotometer (Perkin-Elmer), 
empleando una longitud de onda de excitación y emisión de 485 nm y 535 nm, 
respectivamente. Los valores de fluorescencia se normalizaron por la concentración de 
proteína del extracto de cada muestra, determinada mediante un ensayo de Bradford. Los 
resultados se presentan en porcentaje, correspondiendo el 100% a la fluorescencia media 
observada en el medio Vehículo. 
3 Cultivo y tratamiento de las líneas celulares 
3.1 Cultivo y tratamiento en células SH-SY5Y 
Las células fueron crecidas en medio DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: 
Nutrient Mixture F-12) suplementado con suero bovino fetal (FBS) inactivado 10%, L-
glutamina 2 mM y penicilina-estreptomicina 100 mg/mL, a 37ºC en atmósfera con 5% de 
CO2. Las células pLKO.1-NT y FXN-138.1 se mantenían además con puromicina 2 μg/mL 
para favorecer la selección de los clones transfectados de manera estable. 
Como inhibidores ATP competitivos de la actividad quinasa de la proteína mTOR se 
emplearon Torin1 (Selleckchem, No. S2827) y XL388 (MCE, Medchem Express). Ambos 
compuestos se disolvieron, en primer lugar, en DMSO 100% para producir soluciones stock 
de 1 mM. Como medio control se utilizó medio suplementado con DMSO al 0,5% (medio 
Vehículo), siendo ésta la misma concentración de DMSO presente en los medios que 
contienen Torin1 o XL388. Para realizar los diferentes experimentos, las células se 
sembraron en el soporte adecuado (placas de 6 cm, placas de 6 pocillos o placas de 96 
pocillos) y se dejaron crecer durante 24 h. Tras ese periodo, el medio se cambió por medio 
nuevo con los compuestos a una concentración final de 1 μM y tras otras 24 h con el 
tratamiento, se procedió a realizar el procedimiento experimental correspondiente. 
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3.2 Cultivo de células S2 
Las células S2R+ transfectadas con las construcciones pMT-GAL4, Luc y RLuc se 
crecieron en medio Schneider, a 37ºC en atmosfera sin aporte adicional de CO2. Los dsRNAs 
(double-strand RNA) para la interferencia de los genes Su(var)2-5, Su(var)3-9 y Pc se 
obtuvieron del DRSC/TRiP Functional Genomics Resources de la Harvard Medical School. 
4 Ensayo de la capacidad motora 
Para estudiar la capacidad motora de los adultos de D. melanogaster, se introdujeron 
grupos de aproximadamente 15 machos de 1 semana de edad en tubos transparentes de 1,5 
cm de diámetro y 25 cm de altura con una escala graduada impresa en la pared posterior del 
tubo. Los individuos permanecían durante 1 min dentro del tubo, tras lo cual se les hacía 
descender hasta el fondo agitando el tubo suavemente. A continuación, se grababa el ascenso 
de los individuos y se registraba la altura alcanzada por cada uno de ellos a los 10 s de 
comenzar el ascenso. Para cada condición se ensayaron aproximadamente 100 individuos de 
cada genotipo y los ensayos se realizaron aproximadamente a la misma hora del día. La 
capacidad motora se midió como la velocidad media de ascenso y se representa en porcentaje, 
considerando como 100% la velocidad media de los individuos control en el medio Vehículo. 
5 Ensayo de la supervivencia y medición de la duración del desarrollo 
La supervivencia se determinó a partir de 100 machos adultos por condición registrando 
el número de individuos muertos cada 3 días. 
La supervivencia en hiperoxia se midió empleando tres réplicas de 30 machos adultos. A 
partir de la eclosión de la pupa, los individuos se sometieron durante 4 días a una atmosfera 
con un flujo constante de oxígeno al 99,5%. Los resultados indican el porcentaje de 
individuos muertos tras el cuarto día. 
Para determinar el tiempo requerido por los individuos para completar el desarrollo hasta 
adulto, tras los cruces correspondientes, los parentales se eliminaron de los tubos a los 2 días 
del cruce. A continuación, se contó el número de días requeridos por la F1 en eclosionar de 
la pupa. Se determinó como día 0 el día que se estableció el cruce, y se contaron únicamente 
los machos del genotipo de interés (control o fhRNAi). Los resultados indican el tiempo 
promedio, en días, requerido por la F1 en eclosionar de la pupa. 
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6 Cuantificación de la señal LC3-eGFP 
6.1 Condiciones de cultivo 
Las cepas yw y UAS-fhIR2nd se cruzaron con la cepa LC3-eGFP; nos-GAL4, la cual 
expresa la proteína MAP1LC3B (Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) 
como una proteína de fusión con eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) bajo el control 
del promotor del gen nanos (nos). LC3 puede utilizarse como marcador de autofagia al estar 
asociada con diferentes estructuras autofagosomales 415. El conteo de puntos fluorescentes 
(LC3-eGFP) se realizó en el cuerpo graso de larvas de tercer estadio en condiciones de 
normóxia o hiperoxia. En este último caso, las larvas se mantuvieron en una atmósfera con 
un flujo constante de oxígeno al 99,5% durante el día anterior a la extracción del cuerpo 
graso. 
6.2 Extracción y fotografía del cuerpo graso 
Las larvas se sumergieron en PBS pH 7,4, y con la ayuda de una lupa binocular, pinzas y 
lanceta, se extrajeron los cuerpos grasos y se transfirieron a un portaobjetos. A continuación, 
se depositó una gota de PBS sobre el material extraído y se colocó el cubreobjetos sin 
presionar sobre la muestra. Los puntos LC3-eGFP se visualizaron y fotografiaron con un 
microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 (Leica Microsystems) y un objetivo de 40 
aumentos. 
6.3 Análisis de las imágenes y cuantificación de los puntos LC3-eGFP 
Con el fin de realizar un conteo automático de puntos, todas las imágenes tomadas se 
procesaron del siguiente modo (Figura 16). En primer lugar, se eliminaron las diferencias en 
el nivel de iluminación de diferentes regiones de cada imagen, lo que ocasionaría una 
incorrecta binarización de la misma, dejando puntos LC3-eGFP sin detectar. La imagen se 
duplicó y se realizó un desenfocado aplicando unos parámetros suficientemente agresivos 
como para no percibir los puntos fluorescentes de forma individual. La imagen resultante 
muestra el posible gradiente de iluminación. A continuación, se obtuvo una nueva imagen 
resultante de la diferencia de la imagen original y la desenfocada, que muestra todos los 
puntos LC3-eGFP con una intensidad similar. Posteriormente, con el programa ImageJ, la 
última imagen se pasó a escala de grises y se binarizó de forma que se pudieran seleccionar 
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los puntos fluorescentes. Por último, se aplicó el proceso watershed para separar puntos en 
contacto, y se procedió al contaje de objetos, dando como resultado el número de puntos 
LC3-eGFP de la imagen. Los resultados indican la señal LC3-eGFP en porcentaje, 
correspondiendo el 100% al número de puntos promedio de los individuos control en medio 
Vehículo. 
 
Figura 16. Procesado de imágenes para el conteo de puntos LC3-eGFP. (a): Imagen original de 
microsocopia de fluorescencia. (b): Desenfoque de (a) para obtener el posible gradiente de iluminación. 
(c): Diferencia entre (a) y (b) para obtener puntos de fluorescencia de intensidad similar en toda la 
imagen. (d): Imagen (c) en escala de grises para su binarización en puntos fluorescentes y fondo. (e): 
Aplicación del proceso watershed y conteo del número de puntos de la imagen binarizada. 
7 Ensayos bioquímicos 
Los ensayos bioquímicos se realizaron por triplicado utilizando muestras de 30 machos 
de 1 semana de edad por condición. 
7.1 Medición de la concentración de malondialdehido + hidroxialquenales 
Para la medición de los niveles de malondialdehido (MDA) + hidroxialquenales (HAE) 
se empleó el Kit BIOXYTECH LPO-586 ASSAY (Oxis International, Catalog No. 21012) 
siguiendo el proceso, adaptado al uso en D. melanogaster, descrito a continuación: 
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I. Se homogeneizó la muestra en 550 µl de tampón de extracción (Tris-HCl 50 
mM pH 7,4, butilhidroxitolueno (BHT) 5 mM) empleando el equipo 
TissueLyser LT (Qiagen) 5 min a 50 hz. El BHT impide la oxidación posterior 
de la muestra y se emplea preparando previamente una solución stock de BHT 
0,5 M en acetonitrilo. 
II. Los tubos se centrifugaron a 3000 g durante 10 min a 4ºC y se transfirió 
aproximadamente 400 µL de sobrenadante a un nuevo tubo, manteniéndolo en 
hielo. 
III. Se prepararon diferentes diluciones de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMOP) en 
tampón de extracción para la realización de una curva estándar. El TMOP se 
hidroliza durante la incubación ácida a 45ºC para producir MDA. 
IV. Se transfirieron a tubos de 1,5 mL 100 µL de los extractos de las muestras o de 
las diluciones de la curva estándar y se añadió 325 µL de una mezcla 3:1 de N-
metil-2-fenilindol en acetonitrilo y Fe férrico en metanol (Reactivo R1 diluido). 
Se mezcló con vortex durante 5-10 s. A un tubo de cada muestra, se añadió una 
mezcla 3:1 de acetonitrilo y Fe férrico en metanol (acetonitrilo/diluyente) en 
lugar de reactivo R1 diluido. La absorbancia registrada para la reacción de 
dicho tubo hizo de blanco para el resto de reacciones de la misma muestra. 
V. Se añadió a cada tubo 75 µL de ácido metanosulfónico (MSA) y se incubó a 
45ºC durante 1 h. El empleo de MSA permite obtener un valor conjunto de la 
cantidad de MDA y HAE. 
VI. Los tubos se centrifugaron a 15000 g durante 10 min. Se transfirió el 
sobrenadante a cubetas de espectrofotómetro y se registró la absorbancia a 586 
nm (A585) de cada reacción. Las mediciones de A586 se realizaron en un equipo 
Spectronic Genesys 5 spectrophotometer (Milton Roy). 
VII. Con el resto del extracto obtenido en el punto II, se calculó la concentración de 
proteína mediante un ensayo de Bradford, y con ayuda de la curva estándar se 
determinó para cada muestra la concentración de MDA + HAE en nmol/µg de 
proteína. 
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[𝑀𝐷𝐴 + 𝐻𝐴𝐸 (𝑛𝑚𝑜𝑙/µ𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎)]  =  
(
(𝐴586 − 𝐴𝑏𝑚) − 𝑏
𝑚
)  𝑥 𝑓𝑑
[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (µ𝑔/𝐿)]
 
A586: Absorbancia de la muestra a 586 nm 
Abm: blanco de la muestra 
b y m: intersección y pendiente de la recta de regresión calculada a partir de 
las diluciones de TMOP (representando la concentración de MDA + HAE 
resultante en nmol/L) 
fd: factor de dilución 
7.2 Medición de la concentración total de glutatión 
Para la medición de la concentración de glutatión (GSH) total se empleó el kit 
BIOXITECH GSH-420 (Oxis International, Catalog No. 21023) siguiendo el proceso descrito 
a continuación: 
I. Se homogeneizó la muestra en 500 µl de NaCl 0,9% empleando el equipo 
TissueLyser LT (Qiagen) 5 min a 50 hz. 
II. Los tubos se centrifugaron a 3000 g durante 5 min a 4ºC y se transfirió 
aproximadamente 400 µL de sobrenadante a un nuevo tubo, manteniéndolo en 
hielo. 
III. Se añadió a otro tubo 100 µL del sobrenadante de la muestra y 100 µL de ácido 
tricloroacético (TCA) y se centrifugó a 3000 g durante 10 min a 4ºC. 
IV. Se prepararon tres tubos con H2O, calibrador low (Glutatión disulfuro 75 mM, 
equivalente a GSH 150 µM, en fosfato potásico 125 mM) y calibrador high 
(Glutatión disulfuro 175 mM, equivalente a GSH 350 µM, en fosfato potásico 
125 mM) para obtener las reacciones de calibración. 
V. Se transfirió a tubos de 1,5 mL 100 µL de las extracciones de las muestras 
precipitadas con TCA o del contenido de los tubos para las reacciones de 
calibración y se añadió por orden los siguientes componentes: 
 
a. 100 µL de tampón (fosfato potásico, ácido dietilentriaminopentaacético 
(DTPA), Lubrol, pH 7,8). 
b. 100 µL de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) en HCl (agente reductor). 
Agitar brevemente. 
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c. 100 µL de 1-Metil-4-cloro-7-trifluorometilquinolinio metilsulfato en HCl 
(cromógeno). Agitar brevemente. 
d. 100 µL de NaOH en H2O (desarrollador de color). Agitar brevemente. 
 
VI. Se incubaron las reacciones durante 30 min a temperatura ambiente en 
oscuridad y se midió la absorbancia a 420 nm (A420) en cubetas de 
espectrofotómetro. Las mediciones de A420 se realizaron en un equipo 
Spectronic Genesys 5 spectrophotometer (Milton Roy). 
VII. Con el resto del extracto obtenido en el punto II, se calculó la concentración 
de proteína mediante un ensayo de Bradford, y con ayuda de las reacciones de 
calibración se determinó para cada muestra la concentración de GSH total en 
mmol/µg de proteína. 




)  𝑥 𝑓𝑑
[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (µ𝑔/𝐿)]
 
A420: Absorbancia de la muestra a 520 nm 
b y m: intersección y pendiente de la recta de regresión calculada a partir de los 
calibradores (representando la concentración de GSH en mmol/L) 
fd: factor de dilución 
7.3 Medición de la actividad aconitasa en hiperoxia 
Para la medida de la actividad aconitasa en hiperoxia, los individuos se incubaron en 
normoxia durante 5 días y posteriormente en una atmosfera con un flujo constante de oxígeno 
al 99,5% durante dos días consecutivos. La actividad aconitasa se determinó empleando el 
kit Bioxytech Aconitase-340 Spectrophotometric Assay (Oxis International, Catalog No. 
21041) siguiendo el proceso descrito a continuación: 
I. Se homogeneizó la muestra en 500 µl de tampón de extracción (citrato sódico 
0,2 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7,4) empleando el equipo TissueLyser LT 
(Qiagen) 5 min a 50 hz. 
II. Los tubos se centrifugaron a 800 g durante 10 min a 4ºC y se pasaron 200 µL 
del sobrenadante a tubos nuevos, manteniéndolos en hielo. 
III. Se sonicaron los tubos durante 30 s (UP100H Ultrasonic Processor, Hielscher. 
Ciclo: 0,5 s, Amplitud: 60%). 
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IV. Se diluyeron las muestras a 200 µg/mL en Tris-HCl pH 7,4 y se transfirió 25 
µL a una placa de 96 pocillos transparente. Cada muestra se ensayó por 
triplicado. Se cargaron también tres pocillos con tampón de ensayo (Tris-HCl 
pH 7,4) para actuar de blanco. 
V. Se añadió a cada pocillo los siguientes componentes por orden: 
 
a. 25 µL de citrato trisódico en Tris-HCl pH 7,4 (sustrato) 
b. 25 µL de isocitrato Deshidrogenasa en Tris-HCl (enzima) 
c. 25 µL NADP+ en Tris-HCl 
 
VI. Se registraron los valores de absorbancia a 340 nm (A340) cada minuto durante 
45-60 minutos a 37ºC. Las medidas de A340 se realizaron en un equipo Infinite 
M200 Pro (TECAN). 
VII. La actividad aconitasa es proporcional al incremento de A340 por minuto en la 
zona lineal de la curva de valores obtenida, por lo que la actividad se calculó 
de forma relativa como: 




ΔA340: Incremento por minuto de A340 para cada muestra 
ΔAb: Incremento por minuto del blanco 
[proteína]: concentración de proteína de la muestra determinada mediante el 
método de Bradford. 
 
Los resultados indican la actividad aconitasa en porcentaje, correspondiendo el 
100% a los valores obtenidos para los individuos control en el medio Vehículo. 
7.4 Medición del nivel de ATP 
Para la medición de los niveles de ATP en D. melanogaster se empleó el reactivo ATP 
Detection Reagent del kit Mitochondrial ToxGlo Assay (Promega, G8000) siguiendo el 
proceso descrito a continuación: 
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I. Se homogeneizó la muestra en 500 µl de tampón de extracción (sacarosa        
0,25 M, HEPES-NaOH 10 mM pH 7,4, Triton X-100 0,1%, Na3VO4 5 mM) 
empleando el equipo TissueLyser LT (Qiagen) durante 5 min a 50 hz. 
II. Los tubos se centrifugaron a 1000 g durante 10 min a 4ºC y se pasó 200 µL del 
sobrenadante a un tubo nuevo. 
III. En placa blanca de 96 pocillos, se depositó en un pocillo 50 µL de cada 
extracción y se añadió 50 µL del ATP detection reagent. La muestra y el 
reactivo se mezclaron en un agitador orbital a 200 rpm durante 2 min a 
temperatura ambiente. 
IV. Se registraron los valores de luminiscencia cada minuto durante 60-90 min. Se 
utilizó para cada muestra el promedio de los valores en los que la reacción se 
ha estabilizado. Para cada muestra se dividió dicho promedio por la 
concentración de proteína calculada en un ensayo BCA (bicinchoninic acid 
assay) y se representaron los valores de ATP como porcentaje, correspondiendo 
el 100% al valor obtenido por los individuos control en el medio Vehículo. Los 
valores de luminiscencia se midieron con un equipo Infinite M200 Pro 
(TECAN). 
Para cuantificar los niveles de ATP en células SH-SY5Y se empleó el kit CellTiter-Glo 
(Promega, G7570) y se siguieron los siguientes pasos: 
I. Se sembraron las células en placa de 96 (104 células por pocillo), se dejaron 
crecer durante 24 h y se aplicaron los tratamientos con los compuestos Torin1 
y XL388 durante las 24 h siguientes. 
II. Se aspiró el medio y se añadió 50 µL de medio nuevo sin compuestos. 
III. Se añadió a los pocillos 50 µL de reactivo CellTiter-Glo reconstituido y se 
mantuvo la placa en agitación orbital durante 10 min a 100 rpm.  
IV. Se midió la luminiscencia producida y se normalizaron los valores obtenidos 
por la concentración de proteína del lisado calculada mediante un ensayo BCA. 
Se empleó un equipo Infinite M200 Pro (TECAN) para obtener las medidas de 
luminiscencia. 
Material y Métodos 
69 
 
7.5 Ensayo de la actividad luciferasa de luciérnaga/renilla 
7.5.1 Obtención de la muestra en D. melanogaster 
Para los ensayos de medición de la actividad de las luciferasas se utilizaron 4 réplicas de 
10 hembras. El proceso seguido para la obtención de la muestra fue el siguiente: 
I. Se homogeneizó cada muestra en 500 µL de tampón de lisis pasivo 1X 
(Promega, E194) empleando el equipo TissueLyser LT (Qiagen) 1 min a 50 hz. 
II. Los tubos se mantuvieron en hielo en agitación orbital a 150 rpm durante 15 
min. 
III. Se centrifugaron los tubos a 13000 g durante 10 min a 4ºC y se transfirió 200 
µL del sobrenadante a un tubo. 
7.5.2 Ensayo de luciferasa 
I. En una placa blanca de 96 pocillos se cargó 50 µL del extracto de cada muestra 
y se dejó atemperar a temperatura ambiente durante 10 min. En el caso de 
individuos que portan también la construcción α-Tub-GAL4 se utilizó una 
dilución 1/10 del extracto. 
II. Se añadió a cada pocillo 50 µL del reactivo Steady-Glo (también atemperado) 
del kit Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega E2510). 
III. Se registraron los valores de luminiscencia cada minuto durante 30-60 min. 
Como valor final se empleó el promedio de los valores correspondientes al 
intervalo en el que las medidas de luminiscencia se estabilizaron. Las medidas 
se tomaron con un equipo Infinite M200 Pro (TECAN). 
7.5.3 Normalización de las medidas de luminiscencia 
Los valores de luminiscencia se normalizaron por la concentración de proteína del 
extracto (determinada mediante un ensayo de Bradford) o por los valores de luminiscencia 
obtenidos al medir la actividad de la luciferasa de renilla, en caso de que los individuos 
portasen dicha construcción. En el primer caso, se utilizó el reactivo del kit Steady-Glo 
Luciferase Assay System (Promega, E2510), y en el segundo caso, se emplearon los reactivos 
del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, E1910). En primer lugar, y 
mediante el uso de un inyector, se añadía el reactivo Luciferase Assay Reagent II y se 
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registraba inmediatamente la señal de luciferasa de luciérnaga producida. A continuación, se 
añadía el reactivo Stop & Glo Reagent y se registraba inmediatamente la señal de luciferasa 
de renilla. 
7.5.4 Ensayo de luciferasa en células S2 
Para los ensayos de las actividades luciferasa de luciérnaga y renilla en células S2 se 
utilizaron los reactivos del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, E1910). 
Previamente a los ensayos, se produjó la inducción de la expresión de la proteína GAL4 de 
la construcción pMT-GAL4 mediante la adicion de sulfato de cobre a 1 mM. La actividad 
luciferasa de luciérnaga se normalizó por la actividad luciferasa de renilla. 
8 PCR cuantitativa con transcripción inversa (RT-qPCR) 
8.1 Diseño de primers 
La información y las secuencias requeridas de los genes de interés se obtuvieron de la 
FlyBase (http://flybase.org/) y el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
El diseño de los primers se realizó empleando la herramienta Primer-BLAST del NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). Se 
intentó que se cumplieran los siguientes criterios siempre que fuera posible: 
- No más de 3 Gs o Cs seguidas en la secuencia. 
- No más de 2 Gs o Cs seguidas en los 5 últimos nucleótidos de la secuencia. 
- Secuencia terminada en G o C. 
- Secuencias complementarias a dos exones consecutivos (al menos 4 o 5 pares de 
bases en cada exón). 
- Producto de PCR de 80-200 pb preferentemente. 
- Temperatura de fusión (Tm) próxima a 60ºC. 
- Primers complementarios a la región 3’ del gen. 
- Amplificación del mayor número posible de los diferentes transcritos del gen, 
considerando prioritarias las formas mayoritarias. 
En la Tabla 6 se muestra la secuencia de los primers para cada gen estudiado, así como 
su longitud, Tm, contenido en CG y el tamaño del producto amplificado. 
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Tabla 6. Características de los primers empleados en las RT-qPCRs 














24 60,44 45,83 
173 





25 58,04 36 
140 
Cat-R GTGGTAATGGCACCAGGAGAA 21 60 52,38 
cnc-F 
cnc 
CACGTTTTCAAGCTCACCAC 20 57,89 50 
126 
cnc-R TCCCTGCAGCACACACAAT 19 59,85 52,63 
Eno-F 
Eno 
ACCCATTTGCTGTCTCTATGCT 22 59,76 45,45 
129 
Eno-R GCTCTCGGCAACTGAACGAA 20 60,94 55 
fh-F 
fh 
ACACCCTGGACGCACTGT 18 61,16 61,11 
108/112 
fh-R CCAGGTTCACGGTTAGCAC 19 58,43 57,89 
foxo-F 
foxo 
CCCACCGGCAAAATCAACAA 20 59,61 50 
139 
foxo-R CCTCGCCAGCCCAAAAGATA 20 60,11 55 
Gclc-F 
Gclc 
GAGAGCGAAACAGAGTGACGA 21 60,07 52,38 
127 
Gclc-R GAACTGATTGACGCCATGCT 20 58,91 50 
GstD1-F 
GstD1 
TACATCGCGAGTTTCACAACAG 22 59,27 45,45 
139 
GstD1-R CAGGTTGAGCAGCTTCTTGTT 21 59,05 47,62 
halo-F 
halo 
GCTGCACTACACCCTGTTTG 20 59,41 55 
129 
halo-R TGCCGGATGTTCTTGATCGT 20 59,75 50 
LucQ-F 
Luc 
TCCATCTTGCTCCAACACCC 20 59,96 55 
144 
LucQ-R GGCGACGTAATCCACGATCT 20 59,97 55 
NLaz-F 
NLaz 
GAGAGGATGGCCTCGATGTG 20 59,97 60 
79 
NLaz-R CGGAGCCATTCTCATGCCTT 20 60,47 55 
Prx3-F 
Prx3 
CCGATTTCAAGGGTCTGGCT 20 60,04 55 
132 
Prx3-R CAACAATTTCGGTGGGGCAA 20 59,61 50 
Rp49-F 
Rp49 
CCAAGCACTTCATCCGCCACC 21 64,16 61,90 
152 
Rp49-R GCGGGTGCGCTTGTTCGATCC 21 66,97 66,67 
RenQ-F 
RLuc 
CGGATGATAACTGGTCCGCA 20 59,90 55 
187 
RenQ-R TAATACACCGCGCTACTGGC 20 60,25 55 
RFeSP-F 
RFeSP 





25 59,99 40 
Sesn-F 
Sesn 
CCCCAGTTCCACGATCACTT 20 59,68 55 
134 
Sesn-R CGCTTCACCAGATACGGACA 20 59,83 55 
Sod1-F 
Sod1 
GAACAGGAGAGCAGCGGTA 19 59,11 57,89 
140 
Sod1-R TACGGATTGAAGTGCGGTCC 20 60,11 55 
Sod2-F 
Sod2 
CAGATATGTTCGTGGCCCGT 20 60,18 55 
115 
Sod2-R CGGCAGATGATAGGCTCCAG 20 60,04 60 
wry-F 
wry 
CCACCACTGAGCAACCAGAA 20 60,18 55 
74 
wry-F CGGGGAAATTGTGGGGGTTA 20 59,96 55 
Ac76E: Adenylyl cyclase 76E, Cat: Catalase, cnc: cap-n-collar, Eno: Enolase, fh: frataxin, foxo: forkhead box, sub-
group O, Gclc: Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit, GstD1: Glutathione S transferase D1, Luc: gen 
codificante de la luciferasa de luciernaga, NLaz: Neural Lazarillo, Prx3: Peroxiredoxin 3, Rp49: Ribosomal protein 
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49, RLuc: gen codificante de la luciferasa de renilla, RFeSP: Rieske iron-sulfur protein, Sesn: Sestrin, Sod1: 
Superoxide dismutase 1, Sod2: Superoxide dismutase 2 (Mn), wry: weary. 
8.2 Extracción de RNA total 
El RNA se extrajo a partir de machos de 1 semana de edad mediante el kit miRNeasy Mini 
(Qiagen, Cat. No. 217004) siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante para tejidos 
animales. La homogeneización de la muestra se llevó a cabo en 700 µL de QIAzol Lysis 
Reagent con el equipo TissueLyser LT (Qiagen) durante 5 min a 50 hz. En los ensayos 
realizados con el modelo de expansión de tripletes GAA, las extracciones se realizaron a 
partir de hembras de 1 día de edad. 
8.3 Transcripción inversa 
Para llevar a cabo la transcripción inversa del mRNA a cDNA se empleó el kit Expand 
Reverse Transcriptase (Roche, Cat. No. 11 785 826 001) siguiendo el siguiente protocolo: 
I. Se añadió por reacción 2 μl de Oligo (dT)15 (10 μM), 1 μg de RNA total y H2O 
libre de RNasas hasta 10,5 μL. Se calentó la mezcla a 65ºC durante 10 min. 
II. Se mantuvieron los tubos en hielo durante 5 min y posteriormente se añadieron 
los siguientes componentes (volúmenes por tubo de reacción): 
a. 4 μl Tampón de reacción 5x 
b. 2 μl DTT (Dithiothreitol) (100 mM) 
c. 2 μl dNTPs (10 mM cada uno) 
d. 0,5 μl Inhibidor de RNasas (40 U/µL) 
e. 1 μl Expand RT (50 U/µL) 
III. Se incubaron las reacciones a 43ºC durante 1h. 
8.4 Reacción de PCR cuantitativa 
Cada una de las muestras se ensayó por triplicado. Para cada reacción de qPCR se 
utilizaron los componentes y condiciones descritos en la Tabla 7. Las reacciones de qPCR se 
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Tabla 7. Componentes y condiciones de reacción en las qPCR. 
 
8.5 Análisis de los resultados 
El análisis de los resultados y la determinación de los niveles de expresión relativos de 
cada gen estudiado se realizó empleando el método del CT comparativo (método ΔΔCT) 416. 
La cantidad del mRNA del gen diana, normalizada a un gen de referencia y relativa a un 
calibrador, viene dada por la fórmula: 2−𝛥𝛥𝐶𝑇  
El cálculo se realizó de la siguiente manera: 
I. En primer lugar, se obtuvo el valor ΔCT del gen de interés en cada muestra, 
consistiendo éste en: 
𝛥𝐶𝑇 = 𝐶𝑇 𝐷𝑖𝑎𝑛𝑎 − 𝐶𝑇 𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎  
CT Diana = promedio de los valores de CT obtenidos para el gen de interés entre las 
tres réplicas técnicas de la muestra. 
CT Referencia = promedio de los valores de CT obtenidos para el gen de referencia entre 
las tres réplicas técnicas de la muestra. En las qPCRs realizadas se utilizó Rp49 
(Ribosomal protein 49) como gen de referencia. 
 
II. A continuación, se calculó el valor ΔΔCT 
𝛥𝛥𝐶𝑇 = 𝛥𝐶𝑇 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝛥𝐶𝑇 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟  
 
ΔCT Muestra = ΔCT de la muestra a estudio. 
ΔCT Muestra calibrador = ΔCT de la muestra control. El nivel de expresión de los genes de 
interés de cada muestra es relativizado al nivel de expresión de la condición 
control. 
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III. Por último, se calcula para cada muestra el valor 2-ΔΔCT. Como resultado, el 
nivel de expresión del gen de interés en la condición control es considerado 
como 1. Para el resto de condiciones, el valor obtenido indicará 
proporcionalmente cuantas veces más o menos se está expresando el gen de 
interés (por ejemplo, un valor de 2 indica el doble de expresión, mientras que 
un valor de 0,5 indica la mitad de expresión). 
9 Análisis de la localización celular de las proteínas Cnc y FOXO 
9.1 Extracción de la fracción total y nuclear 
Para la extracción de las fracciones citosólica y nuclear de los individuos control/Cnc-
eGFP y fhRNAi/Cnc-eGFP se utilizaron 3 réplicas de 20 machos de 1 semana de edad. En el 
caso de los individuos control/FOXO-GFP y fhRNAi/FOXO-GFP se emplearon 3 réplicas 
de 20 larvas de tercer estadio, ya que la expresión de la construcción UAS-FOXO-GFP 
producia letalidad en la pupa. El proceso seguido fue el descrito a continuación: 
I. Se homogeneizaron 20 individuos adultos/larvas en 500 µL de solución de 
homogeneización (Sacarosa 1 M, HEPES 10 mM pH 7,9, KCl 10 mM, MgCl2 
3 mM, inhibidor proteasas) empleando el equipo TissueLyser LT (Qiagen) 5 
min a 25 hz. 
II. Los tubos con las muestras se centrifugaron a 400 g durante 10 min a 4ºC y se 
transfirió 300 µL del sobrenadante a un nuevo tubo. Se repitió este paso 
centrifugando durante 5 min y transfiriendo 220 µL a un nuevo tubo. 
III. Se separaron 50 µL del sobrenadante en otro tubo para la medición de 
fluorescencia de la fracción total de la muestra. Se continuó el proceso con el 
resto para la obtención de la fracción nuclear. 
IV. Se centrifugó a 12000 g durante 10 min a 4ºC y se eliminó el sobrenadante, 
limpiando cuidadosamente las paredes del tubo. 
V. Se resuspendió el pellet en 80 µL de solución II (HEPES 10 mM pH 7.9, NaCl 
0,4 M, MgCl2 3 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol 5% (v/v), inhibidor de proteasas) 
manteniendo el tubo en hielo durante 30 min y agitando ocasionalmente. 
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VI. Se centrifugó la suspensión a 16000 g durante 2,5 h a 4ºC y se transfirió 50 µL 
del sobrenadante para la medición de fluorescencia de la fracción nuclear de la 
muestra. 
9.2 Medición de la fluorescencia y cálculo de la ratio señal nuclear/total 
El nivel de fluorescencia para cada fracción se midió cargando 50 µL de muestra en placas 
negras de 96 pocillos. Las medidas se tomaron con un equipo Infinite M200 Pro (TECAN), 
con una longitud de onda de excitación de 488 nm (Cnc-eGFP) o 395 nm (FOXO-GFP) y 
una longitud de onda de emisión de 509 nm. La ratio de la señal fluorescencia Nuclear/Total 
obtenida para los individuos control/Cnc-eGFP o control/FOXO-GFP en medio Vehículo se 
consideró como el valor normal de 1. 
10 Detección de las proteínas P-S6 y P-AKT mediante western blot 
10.1 Anticuerpos 
Para la comprobación del efecto de los inhibidores de mTOR (Torin1 y XL388) sobre la 
actividad de los complejos TORC1 y TORC2 se analizó, mediante western blot, el nivel de 
fosforilación de las proteínas S6 y AKT a partir de cultivos de células SH-SY5Y. Para ello 
se utilizaron los anticuerpos y condiciones descritos en la Tabla 8 
Tabla 8. Anticuerpos empleados para la detección de las formas fosforilada y total de S6 y AKT. 
Anticuerpo Concentración Bloqueo 
P-S6 (S235+S236) (Abcam, ab12864) 1:1000 BSA 5% en TBS-T 
S6 (Abcam, ab59261) 1:1000 BSA 5% en TBS-T 
P-AKT (S473) (Cell Signalling, 4058) 1:1000 BSA 5% en TBS-T 
AKT (Abcam, ab8805) 1:1000 BSA 5% en TBS-T 
Actin (Sigma, A2066) 1:4000 BSA 5% en TBS-T 
BSA: bovine serum albumin, TBS-T: Tris-HCL 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% (v/v) 
10.2 Extracción de proteína total de cultivos celulares 
I. Se sembraron las células SH-SY5Y en placas de 6 cm de diámetro y se dejaron 
crecer hasta alcanzar una confluencia del 80%. Posteriormente se realizó el 
tratamiento de 24 h con Torin1 y XL388. 
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II. Con la placa sobre hielo, se retiró el medio de cultivo completamente por 
aspiración y se lavó la placa con 1 mL de TBS (Tris-buffered saline, Tris-HCl 
50 mM, NaCl 150 mM) frio. 
III. Se retiró el TBS por aspiración y se añadió 200 µL de tampón de lisis RIPA 
(radioimmunoprecipitation assay) suplementado con inhibidores de proteasas 
y fosfatasas. Se rascaron las células con espátula (durante 1 min) y se 
transfirieron a un tubo de 1,5 mL. 
IV. Se agitaron los tubos durante 5 min en una noria a 4ºC, se dio un vortex y se 
volvieron a agitar durante 10 min. 
V. Los tubos se centrifugaron a 15000 g durante 10 min a 4ºC y se transfirió el 
sobrenadante a un tubo nuevo. 
VI. Se cuantificó la concentración de proteína de los extractos mediante reactivo de 
Bradford y se almacenaron a -80ºC. 
10.3 Electroforesis en gel desnaturalizante de tricina y transferencia 
I. Se resuspendieron los extractos proteicos en tampón de carga de proteínas 5x 
(Tris-HCl 125 mM pH 6.8, SDS 10% (p/v), Coomassie 250 G 0,025% (p/v), 
Glicerol 30% (v/v), β-ME 0,1% (v/v). 
II. Se calentaron las muestras a 95ºC durante 5 min y se cargó 50 μg de proteína 
por muestra en geles de Tricina con un porcentaje de Acrilamida/Bisacrilamida 
(19:1) del 10%. 
III. Se realizó la electroforesis en tampón ánodo (Tris-HCl 0,2 M pH 8,8) y tampón 
cátodo (Tris-HCl 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 0,1% (p/v) a 50 V (fase de entrada 
y concentración) y posteriormente a 150 V (fase de separación). 
IV. Se llevó a cabo la transferencia a membranas de PVDF (polyvinylidene 
difluoride) a 100 V durante 1 h en tampón de transferencia (Tris-HCl 25 mM 
pH 8,3, Glicina 192 mM, MetOH 20% (v/v)) a 4ºC. 
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10.4 Incubación con anticuerpos y detección 
I. Tras la transferencia, se lavaron las membranas con TBS-T (Tris-HCL 20 mM 
pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% (v/v)) y se incubaron en solución de 
bloqueo (BSA 5% en TBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente en agitación 
suave. 
II. Se recortaron las membranas y se introdujeron las porciones con las proteínas 
de interés en bolsas con los correspondientes anticuerpos primarios. La 
incubación tuvo lugar durante toda la noche a 4ºC en agitación suave. 
III. Se realizaron tres lavados de 5 min con TBS-T a temperatura ambiente en 
agitación suave y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario 
conjugado con HRP (horseradish peroxidase) durante 1 h a temperatura 
ambiente en agitación suave. 
IV. Se llevaron a cabo tres lavados de 5 min con TBS-T a temperatura ambiente en 
agitación suave y se detectó la señal procedente de la HRP mediante incubación 
con el reactivo ECL™ Prime Western Blotting System (GE Healthcare, 
RPN2232). La detección se realizó empleando un equipo ImageQuant LAS4000 
(GE Healthcare Life Sciences). 
11 Ensayo de viabilidad celular 
La viabilidad de las células SH-SY5Y, tras los tratamientos con los compuestos Torin1 y 
XL388, se determinó con la utilización de sulforodamina B (ThermoFisher Scientific, 
S1307). Este compuesto se une a las proteínas en condiciones ligeramente ácidas y puede dar 
una estimación de la masa celular. El protocolo seguido se detalla a continuación: 
I. Se sembraron las células SH-SY5Y en placas de 96 pocillos (104 células por 
pocillo) y se dejaron crecer durante 24 h, tras las cuales se añadieron los 
tratamientos con los compuestos Torin1 y XL388 durante las 24 h siguientes. 
II. Se lavaron las células con 100 µL de PBS a 4ºC. Se aspiró el tampón y se añadió 
a cada pocillo otros 100 µL de PBS a 4ºC. 
III. Las células se fijaron con TCA (trichloroacetic acid) al 10% frio añadiendo 20 
µL de TCA al 50% (p/v) a los pocillos con PBS e incubando durante 1 h a 4ºC. 
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IV. Se lavaron los pocillos 5 veces con agua y se dejaron secar. Posteriormente se 
añadió a cada pocillo 50 µL de sulforodamina B 0,4% (p/v) en ácido acético 
1% (v/v) 
V. Se lavaron los pocillos 5 veces con ácido acético al 1% y se dejaron secar. 
Posteriormente se solubilizó la sulforodamina B con 100 µL de tampón Tris-
HCl 10 mM pH 7,5. 
VI. Se midió la absorbancia a 570 nm (Sulforodamina B) y a 620 nm (fondo) 
utilizando un equipo Infinite M200 Pro (TECAN). 
12 Medición del radical superóxido 
La medición de los niveles de radical superóxido en céluas SH-SY5Y se llevó a cabo 
utilizando la sonda MitoSOX Red superoxide indicator (Molecular Probes, Invitrogen, 
M36008). 
I. Se sembraron las células en placas de 6 pocillos (205 células por pocillo), con 3 
cubreobjetos circulares por pocillo, y se dejaron crecer durante 24 h. 
Posteriormente se añadieron los tratamientos con los compuestos Torin1 y 
XL388 durante las 24 h siguientes. 
II. Se aspiró el medio de los pocillos y se incubaron las células durante 10 min a 
37ºC con MitoSox Red a 3,75 µM preparado en medio de cultivo sin compuestos 
(1 mL por pocillo). 
III. Se lavaron las células con medio de cultivo a 37ºC. A continuación, se aspiró 
el medio y se incubaron las células con formaldehido al 4% en PBS durante 20 
min a 37ºC. 
IV. Se realizaron dos lavados con PBS (2 mL por pocillo/lavado) y se montaron los 
cubreobjetos sobre un portaobjetos empleando una gota de DAPI Fluoromount-
G (Southern Biotech). 
V. Mediante microscopia de fluorescencia y el programa ImageJ se midieron los 
niveles de fluorescencia producidos por la sonda MitoSOX Red, cuantificando 
la señal producida por células individuales (aproximadamente 100 células por 
línea celular y condición). 
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13 Extracción de DNA genómico 
Se obtuvo DNA genómico (gDNA) de las cepas yw, GAA-CONTROL y GAA-EXP 
siguiendo el procedimiento experimental que se detalla a continuación: 
I. Se homogeneizaron 10 hembras de 1 día de edad en 400 µL de Solución I 
(EDTA 0,1%, Tris-HCl 0,1 M pH 9) mediante el equipo TissueLyser LT 
(Qiagen) 5 min a 50 hz. 
II. Se añadió 400 µL de Solución II (SDS 2%) precalentada a 65ºC y se mezcló 
suavemente con el homogeneizado. Se realizó una incubación durante 45 min 
en baño a 65ºC (agitando varias veces). 
III. Los tubos se atemperaron 5 min a temperatura ambiente y se añadió 105 µL de 
acetato potásico (KOAc) 8 M, mezclando suavemente. Se realizó una 
incubación durante 30 min en hielo mezclando ocasionalmente. 
IV. Los tubos se centrifigaron a 13000 g durante 15 min a 4ºC y se transfirió 800 
µL del sobrenadante a un tubo de 2 mL, descartando precipitado y restos de la 
superficie. 
V. Se añadió un volumen (800 µL) de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(25:24:1) y se mezcló brevemente con vortex. Los tubos se centrifugaron a 
13000 g durante 5 min a 4ºC y se recogió la fase líquida superior (600 µL) en 
un tubo de 1,5 mL. 
VI. Se añadió un volumen (600 µL) de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(25:24:1) y se mezcló brevemente con vortex. Los tubos se centrifugaron a 
13000 g durante 5 min a 4ºC y se recogió la fase líquida superior (400 µL). 
VII. Se añadió un volumen (400 µL) de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se 
mezcló brevemente con vortex. Los tubos se centrifugaron a 13000 g durante 5 
min a 4ºC y se recogió la fase líquida superior (300 µL). 
VIII. Se añadieron dos volúmenes (600 µL) de etanol 100% y 18 µL de NaCl 5 M 
(concentración final de NaCl 0,1 M), mezclando brevemente con vortex. 
IX. Se realizó una incubación durante 30 min a -20ºC. Los tubos se centrifugaron a 
13000 g durante 5 min a 4ºC y se eliminó cuidadosamente el sobrenadante. 
X. Se añadió 500 µL de etanol 70%. Los tubos se centrifugaron a 13000 g durante 
2 min a temperatura ambiente y se eliminó el sobrenadante. 
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XI. Tras la evaporación del etanol, se resuspendió el DNA en 100 µL de H2O y se 
almacenó a -20ºC. 
14 Reacciones de PCR estándar 
14.1 Primers utilizados 
En la Tabla 9 se relacionan los primers utilizados, indicando su secuencia, longitud, Tm, 
contenido en CG y el tamaño del producto amplificado. 
Tabla 9. Primers utilizados en las reacciones de PCR estándard 
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23 57,6 35 
cons. Luc: construcción Luc, Luc: región codificante del gen de la luciferasa de luciérnaga, cons. RLuc: 
construcción RLuc 
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14.2 Reacciones de PCR y condiciones de amplificación 
En las Tablas 10-12 se especifican los componentes de las reacciones de PCR y las 
condiciones de amplificación para comprobar la localización de las construcciones Luc y 
RLuc en las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP (Tabla 10), analizar la integridad de las 
construcciones (Tabla 11) y comprobar el tamaño de las repeticiones GAA (Tabla 12) en 
dichas cepas. 
Tabla 10. Componentes y condiciones de reacción en la PCR para la localización de las 
construcciones Luc y RLuc 
 
 
Tabla 11. Componentes y condiciones de reacción en la PCR para la comprobación de la 




Material y Métodos 
82 
 
Tabla 12. Componentes y condiciones de reacción en la PCR para la comprobación del tamaño 
de la secuencia de repeticiones GAA 
 
15 Ensayo de accesibilidad de Desoxiribonucleasa I 
Este ensayo se utilizó con las cepas GAA-control y GAA-EXP con el objetivo de 
determinar el grado de compactación de la cromatina en la contrucción Luc. 
15.1 Obtención de la muestra y tratamiento con Desoxiribonucleasa I 
(DNasa I) 
I. Se homogeneizaron 10 individuos en 500 µl de tampón Tris-HCl 40 mM pH 
7,4, MgCl2 10 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 
0,1% (v/v) e inhibidor de proteasas utilizando el equipo TissueLyser LT 
(Qiagen) 5 min a 25 hz. 
II. Los tubos se centrifugaron a 400 g durante 5 min a 4ºC y se transfirió 400 µL 
del sobrenadante a un tubo nuevo. Este paso volvió a repetirse, pero 
transfiriendo esta vez 300 µL a otro tubo. 
III. Se dividió el sobrenadante en 3 alícuotas de 90 µl. Una de las alícuotas se dejó 
sin digerir y las otras dos se trataron con 5 U (1,83 µL) de DNasa I (RNase-
Free DNase set, Qiagen) durante 5 min o durante 20 min a 37ºC. Las reacciones 
se detuvieron con 9,4 µL de EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 0,25 M 
(concentración final 25 mM) en todos los casos. 
IV. A cada tubo se añadió 20 µL de SDS (sodium dodecyl sulfate) 6x y 6 µL de 
proteinasa K 10 mg/mL (concentración final 0,5 mg/ml) y se incubaron 1 hora 
a 65ºC. 
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15.2 Extracción del DNA tratado 
I. Se añadió a los tubos tratados en el paso anterior 162,2 µL (volumen final 290 
µL) de solución I (EDTA 0,1%, Tris-HCl 0,1 M pH 9). 
II. Posteriormente, se añadió 40 µL de KOAc 8M, mezclando suavemente. Los 
tubos se incubaron 30 min en hielo mezclando ocasionalmente. A partir de este 
punto se siguieron los pasos IV a XI del punto 13 de este apartado (extracción 
de gDNA), ajustando los volúmenes de forma adecuada. 
15.3 Cuantificación mediante qPCR del gDNA tratado 
La abundancia del gDNA de las regiones analizadas tras el tratamiento con DNasa I, se 
determinó mediante qPCR. El proceso seguido fue el descrito en los puntos 8.4 y 8.5 de este 
apartado, con las siguientes modificaciones: 
I. El material genético de partida para realizar las cuantificaciones fue el gDNA 
tratado con DNasa I, en lugar de cDNA. 
II. En la reacción de PCR se emplearon primers para amplificar las regiones 
genómicas de interés y como referencia se tomó una secuencia de gDNA 
(región H23) resistente a DNasa I. Los valores de CT obtenidos en la 
amplificación de la región H23 son los que se consideraron como CT Referencia. 
III. Para cada región y tratamiento, la muestra calibradora ha sido una muestra 
obtenida de la cepa GAA-CONTROL. 
IV. Los resultados indican, de forma relativa, el número de copias de la región de 
interés que han resistido al tratamiento con la DNasa I. 
En la Tabla 13 se relacionan los primers utilizados, indicando su secuencia, longitud, Tm, 
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Tabla 13. Primers empleados en las qPCR del ensayo de accesibilidad de DNasa I. 


































CGCCTGTAATCCCAGCTACT 20 59,25 55 
73 
DownD-R TAATGCAACCTCTGCCTCCC 20 59,74 55 
LucD-F 
Gen Luc 






















21 60,20 47,62 
173 










25 59,99 40 
cons. Luc: Construcción Luc, Luc: gen codificante de la luciferasa de luciernaga, Rp49: Ribosomal protein 49, 
RFeSP: Rieske iron-sulfur protein 
16 Análisis de metilación del DNA 
Para comprobar el estado de metilación de las citosinas en los sitios CpG de las regiones 
de interés en la construcción Luc, se llevó a cabo una secuenciación por bisulfito sódico. El 
protocolo a seguir consta de diferentes pasos detallados a continuación: (a) Extracción de 
gDNA y conversión a uracilo de las citosinas no metiladas mediante bisulfito sódico; (b) 
Amplificación por PCR de la región de interés mediante PCR anidada; (c) Secuenciación y 
análisis de los productos de PCR. 
16.1 Conversión de citosinas no metiladas por bisulfito sódico 
El gDNA de los individuos de las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP se obtuvo tal y 
como se ha descrito anteriormente en el punto 13. Para la conversión de las citosinas no 
metiladas se empleó el EpiTect Bisulfite Kit (Quiagen, Cat. 59104) siguiendo el protocolo 
descrito por el fabricante. 
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16.2 Amplificación de la región aguas arriba y aguas abajo de las 
repeticiones GAA 
A partir del gDNA tratado en el paso anterior, se realizaron PCRs anidadas para 
amplificar dos regiones, una situada aguas arriba y otra aguas abajo de las repeticiones GAA 
para su posterior secuenciación. Para ello se emplearon los primers F1G, F2G, R1G, R2G, 
NH1F, NH2F, SLGR1 y SLGR2 descritos en 106. Las condiciones y componentes de las 
reacciones se especifican en la Tabla 14. 
Tabla 14. Componentes y condiciones de reacción en la PCR anidada para el análisis de la 
metilación. 
 
Tras cada PCR se realizó la purificación del producto obtenido empleando el E.Z.N.A.® 
Gel Extraction Kit (OMEGA bio-tek, D2500). El protocolo seguido para la purificación de 
los productos de PCR fue el descrito por el fabricante. 
16.3 Secuenciación y análisis 
Los productos de PCR se secuenciaron por el método de Sanger, empleando el primer 
directo. La secuenciación se llevó a cabo por la compañía Stab Vida (Portugal). 
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En la secuenciación por bisulfito, el DNA es tratado de forma que se mantienen las 
citosinas metiladas, mientras que las no metiladas son convertidas a uracilo. Durante las 
amplificaciones en la reacción de PCR, el uracilo es sustituido por timina en los productos 
amplificados. Una vez secuenciados estos productos, se determina el porcentaje de 
metilación de las citosinas en los sitios CpG en función de la altura de los picos de timina y 
citosina que se solapan en la posición de la citosina original en el cromatograma. El cálculo 
del porcentaje de metilación se detalla en el ejemplo de la Figura 17. 
 
Figura 17. Esquema del proceso y análisis de la secuenciación por bisulfito (adaptado de 417) 
17 Análisis estadístico 
El análisis estadístico de los datos se ha realizado utilizando el test t de student para las 
comparaciones entre dos tipos de muestras. Para las comparaciones entre varias muestras se 
realizó un test ANOVA de una vía aplicando el test Sidak para comparaciones múltiples a 
posteriori. En el análisis estadístico de la supervivencia se empleó un test Log-rank (Mantel-
















1 Identificación de compuestos y nuevas dianas para el tratamiento 
de la ataxia de Friedreich utilizando un modelo de la enfermedad 
desarrollado en D. melanogaster 
1.1 Rastreo piloto de compuestos 
En la primera parte del presente trabajo de tesis doctoral se ha utilizado un modelo de 
FRDA en D. melanogaster en el cual los niveles de la proteína frataxina de Drosophila 
muestran una reducción sistémica, entorno al 70%, de los niveles fisiológicos de la proteína 
168. Esta reducción se ha conseguido mediante un dsRNA cuya diana es el gen fh y cuya 
expresión se encuentra bajo el control de las secuencias reguladoras UAS (construcción UAS-
fhRNAi). Mediante el sistema binario GAL4/UAS 232, se ha dirigido de forma generalizada 
la expresión del dsRNA en la mosca, utilizando la construcción actin-GAL4. Los individuos 
en los que se produce esta reducción de los niveles de frataxina en todo el organismo son 
denominados en el texto de forma abreviada como fhRNAi. Como control se han utilizado 
individuos con el mismo fondo genético que los anteriores, a excepción de que carecen de la 
construcción UAS-fhRNAi. Tales individuos se han obtenido en la F1 del cruce entre la cepa 
yw y la línea actin-GAL4. 
Los individuos fhRNAi manifiestan varios de los principales fenotipos de la FRDA, como 
una reducción de la capacidad motora y de la supervivencia, y un incremento en la 
sensibilidad frente al estrés oxidativo 168. Estos fenotipos son susceptibles de mejora tras el 
tratamiento con quelantes de hierro (deferiprona) y antioxidantes (idebenona) 238, indicando 
que las consecuencias, a nivel bioquímico, de la deficiencia de frataxina en D. melanogaster, 
son muy similares a las que se dan en humanos y modelos de la enfermedad en otros 
organismos. Es por ello que se decidió que nuestro modelo de FRDA en D. melanogaster 
podía ser una herramienta útil para la búsqueda de nuevos compuestos terapéuticos. En este 
trabajo se ha llevado a cabo un rastreo piloto en el que se han ensayado compuestos químicos 
con diferentes tipos de actividades (Figura 18). 
La práctica totalidad de los compuestos estudiados se seleccionaron entre fármacos ya 
probados en seres humanos, cuya función o actividad pudiese ser razonablemente beneficiosa 
en un contexto de deficiencia de frataxina. Se seleccionaron quelantes de metales, 




diferentes propiedades neuroprotectoras. Para cada uno de los compuestos se determinó la 
concentración óptima de uso (Tabla 5, Material y Métodos), considerándose ésta como 
aquella que proporcionaba el máximo beneficio a los individuos fhRNAi sin afectar la 
viabilidad y la capacidad motora de los individuos control. Entre los compuestos ensayados 
se encuentra la rapamicina, cuyo estudio se desarrolla en el presente trabajo, como se indica 
a continuación. También se han incluido en el análisis varios compuestos previamente 
testados en la cepa fhRNAi, como son el antioxidante idebenona y los quelantes de metales 
deferiprona, BCS (bathocuproine disulfonate), TTM (tetrathiomolybdate) y TPEN 
(N,N,N',N'-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine), con el fin de comparar su efecto con 
el de otros compuestos con similar actividad. Algunos de los compuestos utilizados tienen 
una baja solubilidad en agua y fueron disueltos en primer lugar en DMSO 100% (ver Material 
y Métodos). Posteriormente se disolvieron en el medio de cultivo, manteniendo en éste una 
concentración máxima de DMSO del 0,1%. El resto de compuestos ensayados en este trabajo 
también se disolvieron en el medio de cultivo añadiendo DMSO al 0,1% para no variar la 
composición del medio entre compuestos. Como medio control (denominado medio 
Vehículo) se utilizó, por tanto, medio de cultivo con DMSO al 0,1%. Al tratarse de un 
fenotipo cuantificable que podía ser medido con precisión, el efecto de cada uno de los 
compuestos se analizó sobre la capacidad motora de machos adultos de una semana de edad, 
los cuales fueron tratados con los diferentes compuestos desde las primeras etapas del 
desarrollo larvario. 
La Figura 18 y la Tabla 15 (Material Suplementario) muestran los resultados del rastreo 
farmacológico. Se puede observar que, en los individuos control, solamente los compuestos 
olesoxime, fenilbutirato de sodio, rapamicina y su derivado temsirolimus afectaron 
significativamente a la capacidad de escalada, produciendo un aumento de la misma. En el 
caso de los individuos fhRNAi, encontramos que varios compuestos con diferentes 
propiedades son capaces de mejorar de forma notable su capacidad motora. En trabajos 
anteriores ya se observó el efecto beneficioso del antioxidante idebenona y de los quelantes 
de metales BCS (quelante de Cu), deferiprona (quelante de Fe), TPEN (quelante de Zn) y 
TTM (quelante de Cu) 238,243. Entre los que se ensayaron específicamente en el presente 
trabajo, aumentaron significativamente la capacidad motora de las moscas con deficiencia de 
frataxina los compuestos curcumina, dexpramipexol, fenilbutirato de sodio, melatonina, 




neuroprotectores curcumina, dexpramipexol, fenilbutirato de sodio y melatonina, y los 
inhibidores del complejo TORC1 temsirolimus y rapamicina, permiten recuperar la 
capacidad locomotora de los individuos fhRNAi a niveles similares a los de los individuos 
control en medio Vehículo (al menos 95% de la capacidad motora de éstos últimos), siendo 
el efecto del piracetam y el riluzol menos significativo. 
 
Figura 18. Efecto de los compuestos ensayados sobre la capacidad motora de los individuos 
control y fhRNAi (machos de 1 semana). A) Los compuestos fenilbutirato de sodio (Na), olesoxime, 
rapamicina y temsirolimus aumentan de forma significativa la capacidad motora de los individuos 
control. B) Los individuos fhRNAi muestran una reducción del 25-30% de la capacidad motora respecto 




con diferentes tipos de actividades. Los compuestos BCS, curcumina, dexpramipexol, fenilbutirato de 
sodio, melatonina, rapamicina y temsirolimus recuperan esta capacidad a niveles similares a los del 
control. Los compuestos BCS, deferiprona, dexrazoxano, TPEN, TTM, y Z.A. dihidrato tienen 
actividad quelante de metales; rapamicina y temsirolimus son inhibidores del complejo TORC1, y el 
resto de compuestos presentan actividades antioxidantes y/o neuroprotectoras. control: y1 w*/Y; actin-
GAL4. fhRNAi: y1 w*/Y; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. BCS: bathocuproine disulfonate, TPEN: 
N,N,N',N'-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine, TTM: tetrathiomolybdate, Z. A. dihidrato: zinc 
acetato dihidrato. Las diferencias en la capacidad motora se analizaron mediante un test ANOVA de 
una via aplicando el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. Los asteriscos representan la 
significación estadística de la comparación entre el medio con el compuesto y el medio Vehículo. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Las barras de error representan el error estándar de la 
media. 
1.2 Efecto de la modulación por rapamicina de TORC1 en la capacidad 
motora y la supervivencia de los individuos fhRNAi 
Paralelamente al ensayo de compuestos potencialmente terapeúticos llevado a cabo en 
este trabajo, nuestro grupo también abordó un rastreo de genes candidatos en busca de 
modificadores de los fenotipos inducidos por la deficiencia de frataxina en D. melanogaster 
418. Como resultado, se identificaron varios componentes de la ruta de señalización de 
TORC1 capaces de modificar la capacidad motora de los individuos fhRNAi. En concreto, 
se observó que una reducción genética de la señalización por TORC1 era capaz de mejorar 
este fenotipo. Acorde con lo anterior, la activación genética de la señalización de TORC1 
produce un efecto negativo en combinación con la deficiencia de frataxina, induciendo 
semiletalidad (Figura 45, Material suplementario). 
Tales resultados apoyaban los obtenidos con los compuestos rapamicina y temsirolimus 
en el rastreo piloto de compuestos (Figura 18B). Tanto la rapamicina como su derivado 
temsirolimus tienen la capacidad de inhibir el complejo TORC1 419. Estos compuestos 
destacaron por ser capaces de recuperar completamente la capacidad motora de los individuos 
fhRNAi, además de tener un notable efecto positivo en los individuos control. Debido a todos 
estos resultados, se decidió realizar un estudio en mayor profundidad del efecto de la 
inhibición de TORC1, empleando para ello el compuesto rapamicina a causa de que mostró 
un efecto similar al producido por el temsirolimus, requiriendo una concentración de uso 




Además del fenotipo locomotor, se analizó el efecto de la rapamicina en la supervivencia 
de los individuos fhRNAi, por ser éste otro importante fenotipo afectado en las moscas con 
deficiencia de frataxina 168. Para el estudio de ambos fenotipos se emplearon machos (1 
semana de edad en el caso del fenotipo locomotor). Se ensayaron dos concentraciones 
diferentes de rapamicina, 0,5 y 1 µM, para determinar si su efecto era dependiente de dosis 
(tratamientos RAP 0,5 µM y RAP 1 µM). De nuevo observamos que la rapamicina era capaz 
de revertir los problemas motores de los individuos fhRNAi, tratándose de un efecto dosis-
dependiente (Figura 19A). A una concentración de 1 µM el tratamiento con rapamicina 
incrementaba la capacidad motora de los individuos fhRNAi hasta alcanzar los valores 
observados para los individuos control en el medio Vehículo. También vemos este efecto 
beneficioso del tratamiento en la supervivencia. En el caso de los individuos control, los 
tratamientos con rapamicina a 0,5 y 1 µM incrementaron la supervivencia media hasta 53,8 
y 56,1 días respectivamente, en comparación con la supervivencia media de 47,3 días de los 
individuos en el medio Vehículo (Figura 19B). En el caso de los individuos fhRNAi, solo fue 
estadísticamente significativo el incremento de la supervivencia en los individuos tras el 
tratamiento con rapamicina a 1 µM (Figura 19B), pasando la supervivencia media de 35,4 a 
38,9 días. Con estos resultados se decidió que el resto de experimentos se llevarían a cabo 
utilizando rapamicina a la concentración de 1 µM (tratamiento denominado abreviadamente 
RAP a partir de este punto). 
 
Figura 19. Efecto de la rapamicina a 0,5 y 1 µM sobre la capacidad motora y la supervivencia.  
A) El tratamiento con rapamicina a 0,5 y 1 µM aumenta de manera dosis-dependiente la capacidad 
motora de machos control y fhRNAi de una semana. B) Los tratamientos también producen un aumento 




rapamicina a 1 µM. control: y1 w*/Y; actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*/Y; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. 
Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, RAP 0,5 µM: medio de cultivo suplementado con 
rapamicina 0,5 µM, RAP 1 µM: medio de cultivo suplementado con rapamicina 1 µM. Las diferencias 
en la capacidad motora se analizaron mediante un test ANOVA de una vía aplicando el test Sidak para 
comparaciones múltiples a posteriori. La supervivencia se analizó mediante un test Log-rank (Mantel-
Cox). ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Las barras de error representan el error 
estándar de la media. 
Para confirmar que la rapamicina estaba inhibiendo la actividad de TORC1 a las dosis 
empleadas, se midió el tiempo de desarrollo requerido por las moscas para alcanzar el estado 
adulto. Se ha comprobado que, en conjunción con la ruta de señalización de la insulina/IGF, 
TORC1 controla el desarrollo larvario en D. melanogaster, ajustando la velocidad de 
crecimiento a la disponibilidad de nutrientes 420. Una reducción en la disponibilidad de 
alimento, reduce la señalización de TORC1 en el cuerpo graso y en la glándula protorácica, 
incrementando el tiempo requerido por los individuos para alcanzar el estado de pupa 420. 
Observamos que el tratamiento con rapamicina aumentaba aproximadamente en un día el 
tiempo que tardaban los individuos control y fhRNAi en alcanzar el estado adulto (Figura 
20). Este resultado indicaba que la rapamicina producía un efecto similar al de la restricción 
en la disponibilidad de nutrientes sobre la actividad de TORC1. De estos resultados también 
podemos deducir que la reducción de los niveles de frataxina, en nuestro modelo, no parece 
afectar al tiempo de desarrollo requerido para alcanzar el estado adulto. 
También comprobamos si la mejora de los fenotipos motores y de supervivencia de los 
individuos fhRNAi podía deberse a un artefacto causado por un posible efecto de la 
rapamicina en el funcionamiento del sistema de expresión GAL4/UAS, en el cual se basa el 
modelo. Para ello, se utilizaron machos de 1 semana obtenidos en la F1 del cruce entre las 
líneas UAS-GFP y actin-GAL4 (individuos control/GFP), los cuales expresan la proteína 
GFP de forma ubicua bajo el control del sistema GAL4/UAS. A partir de extractos de los 
individuos control/GFP, comprobamos que el tratamiento con rapamicina no afectaba a la 
expresión de la proteína GFP, puesto que los valores de fluorescencia obtenidos eran 
similares a los observados en el medio Vehículo (Figura 21A). Como control negativo, se 
utilizaron individuos control sin la construcción UAS-GFP, cultivados en medio estándar para 
Drosophila. Se verificó también que el tratamiento con rapamicina no tenía efecto en los 





Figura 20. Efecto de la rapamicina en la duración del desarrollo hasta adulto. El tratamiento con 
rapamicina incrementa en aproximadamente un día el tiempo requerido por los machos control y 
fhRNAi para alcanzar el estado adulto. control: y1 w*/Y; actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*/Y; UAS-fhRNAi; 
actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, RAP: medio de cultivo suplementado con 
rapamicina 1 µM. Se aplicaron un test ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples 
a posteriori. ***p<0.001, ****p<0.0001. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
 
Figura 21. Efecto de la rapamicina en el sistema de expresión GAL4/UAS y en la expresión de fh 
(machos de 1 semana). A) El tratamiento con rapamicina no afecta al sistema de expresión 
GAL4/UAS. B) Rapamicina tampoco afecta la expresión del gen fh en controles o en individuos 
fhRNAi. control: y1 w*/Y; actin-GAL4. control/GFP: y1 w*/Y; UAS-GFP; actin-GAL4. fhRNAi: y1 
w*/Y; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, RAP: medio de 
cultivo suplementado con rapamicina 1 µM, H2O: medio de cultivo estándar. Se aplicaron un test 
ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, 




1.3 Rapamicina protege a los individuos fhRNAi frente al estrés oxidativo. 
El estrés oxidativo ejerce un papel central en la fisiopatología de la FRDA, como se ha 
descrito en pacientes y en modelos celulares y animales de la enfermedad, incluyendo nuestro 
modelo en D. melanogaster 160,161,163,221,421,422. En este contexto, la reducción de la capacidad 
motora y de la supervivencia de los individuos fhRNAi puede ser, en parte, contrarrestada 
por el tratamiento con el antioxidante idebenona, como se observó en un estudio previo de 
nuestro grupo 238. Los individuos fhRNAi también muestran un incremento en la sensibilidad 
a fuentes externas de estrés oxidativo, produciéndose una más drástica reducción de la 
capacidad motora y de la supervivencia en comparación con el efecto sufrido por los 
individuos control 168. 
Teniendo estos datos en cuenta, comprobamos si además del efecto supresor de la 
rapamicina sobre los fenotipos causados por la deficiencia de frataxina, el tratamiento 
también podía producir una reducción del estrés oxidativo. Para ello se midieron y 
compararon los niveles de dos marcadores de estrés oxidativo, MDA + HAE 
(malondialdehido + hidroxialquenales) y glutatión total en machos de 1 semana tratados con 
rapamicina respecto de los no tratados con dicho fármaco. MDA y HAE son compuestos que 
se producen a partir de peróxidos de ácidos grasos poliinsaturados inestables, mientras que 
el glutatión es una molécula con un papel antioxidante que reduce las cysteinas oxidadas, los 
grupos -SH oxidados, y actua como cofactor en enzimas como la glutatión peroxidasa 1 y la 
glutatión peroxidasa 4 y la glutaredoxina 2. Observamos que, en el caso de los controles, los 
niveles de MDA + HAE y glutatión total no presentaron ningún cambio tras el tratamiento 
con rapamicina. Los individuos fhRNAi, en cambio, presentaban un mayor nivel de MDA + 
HAE que los controles, y en ellos el tratamiento con rapamicina fue capaz de revertir este 
incremento (Figura 22A). Los individuos fhRNAi también mostraron una alteración en el 
nivel de glutatión total, que fue parcialmente corregida por el tratamiento, si bien no hasta 
alcanzar los valores de los individuos control (Figura 22B). Estos resultados indican que la 
inhibición de TORC1 mediante rapamicina podría reducir los daños producidos por el estrés 





Figura 22. Efecto de la rapamicina sobre los niveles de MDA + HAE y glutatión total (machos de 
1 semana). El tratamiento con rapamicina reduce los niveles alterados de MDA + HAE (A) y glutatión 
total (B) de los individuos fhRNAi. Este efecto no requiere de la inducción de autofagia, puesto que la 
adición de 3-metiladenina (3-MA) no afecta a los resultados. control: y1 w*/Y; actin-GAL4. fhRNAi: 
y1 w*/Y; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, 3-MA: medio de 
cultivo suplementado con 3-metiladenina 67 µM, RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 
1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 3-metiladenina 67 µM. Se aplicaron un 
test ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, 
*p<0.05, ****p<0.0001. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
Está comprobado que el tratamiento con rapamicina es capaz de inducir el proceso de 
autofagia a través de la inhibición de TORC1 423. Por tanto, nos planteamos si la autofagia 
podría ejercer un papel relevante en la protección de la rapamicina frente al estrés oxidativo 
en los individuos fhRNAi. Para este propósito se utilizó el compuesto 3-metiladenina (3-
MA), el cual inhibe la proteína VPS34, una fosfatidilinositol 3-kinasa de clase III esencial 
para la biogénesis de los autofagosomas 424. En primer lugar, se comprobó que las 
concentraciones empleadas de rapamicina y 3-MA producían, respectivamente, la inducción 
y la inhibición del proceso de autofagia. Para ello se utilizó una cepa que contenía las 
construcciones UAS-LC3-eGFP y nos-GAL4 (permitiendo la expresión de la proteína de 
fusión LC3-eGFP en los tejidos larvarios). Dicha cepa se cruzó por las cepas yw y UAS-
fhIR2nd para generar los individuos control/LC3-eGFP y fhRNAi/LC3-eGFP 




diferentes tratamientos: medio Vehículo, medio suplementado con 3-MA a 67 µM (medio 3-
MA), medio RAP y medio suplementado tanto con rapamicina a 1 µM como con 3-MA a 67 
µM (medio RAP + 3-MA). Cuando las larvas alcanzaron el estadio L3 se extrajo el tejido 
graso. La proteína LC3 (MAP1LC3B, microtubule associated protein 1 light chain 3 beta) 
forma parte de estructuras autofagosomales, por lo que la cuantificación del número de 
puntos fluorescentes eGFP en las preparaciones de tejido graso es indicativa de la abundancia 
de autofagosomas y de la intensidad del proceso de autofagia (siempre que no haya otros 
procesos que interfieran en este mecanismo). En la Figura 23A y Figura 24A puede 
observarse como el número de puntos LC3-eGFP (representados en porcentaje de señal LC3-
eGFP en la Figura 24A) se incrementa en el cuerpo graso de larvas crecidas en medio RAP, 
tanto en individuos control como en individuos con la interferencia de frataxina. También se 
puede observar que la adición de 3-MA al medio revierte de forma notable el incremento de 





Figura 23. Efecto de la rapamicina y el 3-MA sobre la densidad de puntos LC3-eGFP en tejido 
graso de larva. En normoxia (A) e hiperoxia (B), el tratamiento con rapamicina induce el proceso de 
autofagia, aumentando la formación de autofagosomas y el número de puntos LC3-eGFP en larvas de 
individuos control y con deficiencia de frataxina portadores de una construcción UAS-LC3-eGFP. La 
adición de 3-MA inhibe la formación de autofagosomas disminuyendo el número de puntos. 
control/LC3-eGFP: w*/y1 w1118; UAS-LC3-eGFP; nos-GAL4. fhRNAi/LC3-eGFP: w*/w*; UAS-
LC3-eGFP/UAS-fhRNAi; nos-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, 3-MA: medio de 
cultivo suplementado con 3-metiladenina 67 µM, RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 
1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 3-metiladenina 67 µM. eGFP: Enhanced 





Figura 24. Cuantificación de la señal LC3-eGFP en individuos tratados con rapamicina y 3-MA. 
El conteo de puntos LC3-eGFP en las imágenes de tejido graso revela que los tratamientos con 
rapamicina y 3-MA tienen un efecto similar en normoxia e hiperoxia. Rapamicina induce eficazmente 
el proceso de autofagia incrementando notablemente la señal LC3-eGFP en individuos control y 
fhRNAi. Por su parte, el 3-MA también resulta eficaz como inhibidor de la biogénesis de 
autofagosomas. control/LC3-eGFP: w*/y1 w1118; UAS-LC3-GFP; nos-GAL4. fhRNAi/LC3-eGFP: 
w*/w*; UAS-LC3-GFP/UAS-fhRNAi; nos-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, 3-
MA: medio de cultivo suplementado con 3-metiladenina 67 µM, RAP: medio de cultivo suplementado 
con rapamicina 1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 3-metiladenina 67 µM. 
eGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein, LC3: MAP1LC3B (microtubule associated protein 1 light 
chain 3 beta). Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples a 
posteriori. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Las barras de error representan el 
error estándar de la media. 
El siguiente paso fue analizar el efecto del compuesto 3-MA en los niveles de MDA + 
HAE (Figura 22A) y glutatión total (Figura 22B). No se hallaron diferencias significativas 
entre los tratamientos RAP y RAP + 3-MA en los individuos fhRNAi, indicando que, en este 
caso, el efecto de la rapamicina sobre el estrés oxidativo debía ser independiente de su acción 
sobre la autofagia. Estos datos mostraron que, aunque la autofagia es inducida por la 
rapamicina, no ejerce un efecto protector relevante frente al estrés oxidativo endógeno en las 
condiciones ensayadas. 
Dado que el déficit de frataxina aumenta la sensibilidad de las células a una gran variedad 




por rapamicina proporcionaba algún beneficio bajo la aplicación de un estrés oxidativo 
externo. Con ese fin se observó el efecto del compuesto en la supervivencia de individuos 
fhRNAi sometidos a hiperoxia durante 4 días (Figura 25A). En el medio Vehículo se produjo 
una mortalidad significativamente superior en los individuos fhRNAi con respecto a los 
controles. El tratamiento con rapamicina redujo la mortalidad de los individuos con 
deficiencia de frataxina, mientras que la adición al medio de 3-MA anuló dicho efecto 
beneficioso. Los resultados sugieren que, bajo condiciones de alto estrés oxidativo, como la 
aplicación de una atmosfera hiperóxica, la inducción de autofagia sí que puede ser requerida 
para que la rapamicina ejerza un efecto protector sobre los individuos con deficiencia de 
frataxina. Previamente a este análisis, se comprobó que bajo las condiciones de hiperoxia 
utilizadas la rapamicina y el 3-MA también son efectivos como inductor e inhibidor de la 
autofagia respectivamente (Figura 23B y Figura 24B). Para confirmar el requerimiento de la 
autofagia para la protección frente al estrés oxidativo externo, se midió la actividad del 
enzima aconitasa en machos de 1 semana sometidos a hiperoxia durante los 2 últimos días 
(Figura 25B). Previamente conocemos que bajo estas condiciones experimentales la 
actividad aconitasa se reduce en los individuos control y fhRNAi, aunque esta reducción es 
significativamente mayor en los individuos con déficit de frataxina 168.Observamos que tras 
el tratamiento con rapamicina se recuperó parcialmente la actividad aconitasa de las moscas 
fhRNAi. Sin embargo, esta recuperación no se dio cuando al medio de cultivo se añadió 
además 3-MA (Figura 25B). 
Estos datos sugieren que la inducción de autofagia, mediante el tratamiento con 
rapamicina, es necesaria para el efecto protector del compuesto frente a condiciones 
altamente oxidantes como las aplicadas en este trabajo. No obstante, deben ser otros los 
mecanismos principales, desencadenados por la inhibición de TORC1, los que sean 
responsables de la protección frente a la producción endógena de ROS en las moscas con 






Figura 25. Efecto de la rapamicina sobre la supervivencia y la actividad aconitasa en hiperoxia. 
En condiciones de cultivo en un ambiente con un 99,5% de O2, el tratamiento con rapamicina reduce 
la mortalidad de los machos fhRNAi causada por este ambiente (A) y aumenta en ellos la actividad 
aconitasa (B). La adición de 3-MA anula el efecto beneficioso de la rapamicina, resaltando el papel 
crítico de la inducción de autofagia en los fenotipos analizados . control: y1 w*; actin-GAL4. fhRNAi: 
y1 w*; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, 3-MA: medio de 
cultivo suplementado con 3-metiladenina 67 µM, RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 
1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 3-metiladenina 67 µM. Se aplicó un 
test ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, 
*p<0.05. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
El complejo TORC1 es capaz de modular la función de varios factores de transcripción 
que, a su vez, controlan la expresión de importantes genes antioxidantes 425,426. Para 
determinar si la rapamicina puede incrementar las defensas antioxidantes, y de esta manera 
explicar su protección frente al estrés oxidativo asociado a la deficiencia de frataxina, se 
analizó en machos de 1 semana la expresión de dos factores de transcripción clave en la 
protección frente al estrés oxidativo, Cnc (ortólogo del Nrf2 humano) y FOXO (Figura 26A 
y B). En condiciones basales se detectaron mayores niveles de expresión de los genes 
codificantes de ambos factores de transcripción, cnc (cap-n-collar) y foxo (forkhead box, sub-
group O), en los individuos con deficiencia de frataxina con respecto a los controles. No 
obstante, la expresión de dichos genes no experimentó cambios significativos tras el 
tratamiento con rapamicina, ni en los individuos control ni en los fhRNAi. También se estudió 




(Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit) y GstD1 (Glutathione S transferase D1) para 
Cnc (Figura 26A) y Sesn (Sestrin) y Ac76E (Adenylyl cyclase 76E) para FOXO (Figura 26B). 
La expresión de Sesn y Ac76E fue similar en las moscas control y fhRNAi y no mostró 
cambios tras la adición de rapamicina al medio. Por su parte, la expresión de los genes diana 
de Cnc, Gclc y GstD1, fue significativamente mayor en las moscas deficientes de frataxina 
respecto de las moscas control y en ambos casos dicha expresión aumentó en los individuos 
tratados con el compuesto. Tras el tratamiento con rapamicina también se observó un 
aumento en la expresión de los genes antioxidantes Cat (Catalase), Prx3 (Peroxiredoxin 3), 
Sod1 (Superoxide dismutase 1) y Sod2 (Superoxide dismutase 2 (Mn)) (Figura 26C). Para 
Sod2 se vio que en ausencia de rapamicina su expresión ya se encontraba aumentada en los 
individuos fhRNAi con respecto a los controles. 
 
Figura 26. Efecto de la rapamicina sobre la expresión de cnc y foxo y diferentes genes diana 
(machos de 1 semana) (Continuación figura y pie en pag. 104). 
A) La expresión de cnc no se ve afectada por el tratamiento con rapamicina, no obstante, la expresión 
de dos de sus dianas, Gclc y GstD1, es mayor en los individuos tratados con el compuesto. B) El 






Figura 26. Efecto de la rapamicina sobre la expresión de cnc y foxo y diferentes genes diana 
(machos de 1 semana) (Continuación). 
C) Rapamicina aumenta la expresión de los genes antioxidantes Cat, Prx3, Sod1 y Sod2. control: y1 
w*; actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 
0,1%, RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 1 µM. Ac76E: Adenylyl cyclase 76E, Cat: 
Catalase, cnc: cap-n-collar, foxo: forkhead box, sub-group O, Gclc: Glutamate-cysteine ligase catalytic 
subunit, GstD1: Glutathione S transferase D1, Prx3: Peroxiredoxin 3, Sesn: Sestrin, Sod1: Superoxide 
dismutase 1, Sod2: Superoxide dismutase 2 (Mn). Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak 
para comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01. Las barras de error 
representan el error estándar de la media. 
Para comprobar si el aumento de la expresión de las defensas antioxidantes por el 
tratamiento con rapamicina era efectivamente causado por un incremento en la actividad de 
Cnc, se estudió su localización celular utilizando un alelo de cnc marcado con eGFP. 
Mediante cruces se generaron individuos control y fhRNAi portadores de la construcción 
cnc-eGFP (individuos control/Cnc-eGFP y fhRNAi/Cnc-eGFP, respectivamente). Se midió 
la fluorescencia producida por la proteína eGFP en extractos de fracciones nucleares y 
citosólicas obtenidas de machos de 1 semana con los genotipos adecuados. Se observó que 
la ratio Cnc-eGFP nuclear/Cnc-eGFP total era mayor en los individuos tratados con 
rapamicina (Figura 27A). Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas en la ratio 
FOXO nuclear/FOXO total (Figura 27B) cuando se realizó el mismo experimento a partir de 
larvas que expresaban una proteína de fusión FOXO-GFP (individuos control/FOXO-GFP y 
fhRNAi/FOXO-GFP). En este caso se utilizaron larvas debido a que la expresión de la 




rapamicina puede incrementar la protección frente al estrés oxidativo mediante la inducción 
de defensas antioxidantes, y que este efecto podía ser mediado, al menos en parte, por un 
incremento de la translocación al núcleo del factor de transcripción Cnc. 
 
Figura 27. Efecto de la rapamicina sobre la localización celular de Cnc y FOXO. A) El tratamiento 
con rapamicina incrementa la fracción del factor de transcripción Cnc localizada en el núcleo en machos 
de 1 semana. B) El tratamiento no afecta significativamente a la localización de FOXO en larvas. 
control/Cnc-eGFP: y1 w*/Y; cnc-eGFP; actin-GAL4. fhRNAi/Cnc-eGFP: y1 w*/Y; UAS-
fhRNAi/cnc-eGFP; actin-GAL4. control/FOXO-GFP: y1 w*/w1118; UAS-foxo-GFP/actin-GAL4. 
fhRNAi/FOXO-GFP: y1 w*/w1118; UAS-fhRNAi; UAS-foxo-GFP/actin-GAL4. Vehículo: medio de 
cultivo con DMSO 0,1%, RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 1 µM. Cnc: factor de 
transcripción cap-n-collar, eGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein, FOXO: factor de transcripción 
forkhead box, sub-group O, GFP: Green Fluorescent Protein. Se aplicó un test ANOVA de una vía y 
el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, *p<0.05. Las barras de 
error representan el error estándar de la media. 
1.4 Rapamicina incrementa el nivel de ATP a través de 4E-BP 
La reducción de los niveles de frataxina va acompañada de una reducción en la síntesis 
de ATP en tejidos de los pacientes de FRDA, como se ha observado en músculo cardíaco y 
esquelético 185,427. Para determinar si la síntesis de ATP también estaba afectada en las moscas 
fhRNAi, se midió el nivel de esta molécula a partir de machos de 1 semana. No se hallaron 
diferencias significativas en el nivel de ATP entre los individuos control y los fhRNAi (Figura 
28A). Debido a que cada tejido presenta una sensibilidad distinta a la deficiencia de frataxina 
168, es posible que la reducción en los niveles de ATP esté restringida a aquellos tipos 




individuo. No obstante, observamos que el tratamiento con rapamicina era capaz de producir 
un aumento de aproximadamente el 40% en el nivel de ATP, tanto en los individuos control 
como en los fhRNAi (Figura 28A). Esto podría contribuir al efecto beneficioso del compuesto 
sobre los fenotipos de los individuos con deficiencia de frataxina. 
Con el fin de identificar cuál de las rutas controladas por TORC1 podría estar involucrada 
en el incremento de ATP producido por la rapamicina, se combinó el tratamiento de 
rapamicina con el compuesto 3-MA, un alelo de una forma constitutivamente activa de S6K 
(S6kCA) y un alelo de pérdida de función de 4E-BP (4E-BPLOF). La inhibición farmacológica 
de TORC1 conlleva una reducción de la actividad de S6K y un incremento en la actividad de 
4E-BP, por lo que los alelos utilizados limitarían el efecto de la inhibición del complejo sobre 
sus dianas S6K y 4E-BP. Al medir los niveles de ATP en cada una de las condiciones 
indicadas, observamos que el alelo de pérdida de función de 4E-BP limitaba el incremento 
de ATP producido por la rapamicina, tanto en individuos control como en los fhRNAi, 
mientras que la forma constitutivamente activa de S6K o la inhibición de la autofagia por 
acción del compuesto 3-MA no produjeron cambios significativos (Figura 28A). Estos 
resultados nos indican que la proteína 4E-BP es el efector por el que la rapamicina es capaz 
de incrementar los niveles de ATP mediante la inhibición de TORC1 428,429. Por si mismos, 
la forma constitutivamente activa de S6K o la pérdida de función de 4E-BP no afectaron a 
los niveles de ATP (Figura 28B). Se comprobó también, en ausencia de rapamicina, el posible 
efecto sobre el nivel de ATP de mutaciones que tuvieran el efecto contrario a los alelos 
anteriores. Se utilizó para ello un alelo de una forma dominante negativa de S6K (S6kDN) y 
un alelo de pérdida de función de eIF4E1 (eIF4E1LOF). La proteína 4E-BP actúa inhibiendo 
la función de eIF4E1, de forma que su actividad disminuye cuando aumenta la de 4E-BP 
como consecuencia de la inhibición de TORC1. Observamos que el alelo dominante negativo 
de S6k es capaz de incrementar los niveles de ATP en individuos control y fhRNAi (Figura 
28C), mientras que no se detecta ningún cambio debido al alelo eIF4E1LOF. Este último 
resultado indica, que en ausencia del tratamiento con rapamicina, la modulación de los 





Figura 28. Efecto de los diferentes tratamientos y modificadores genéticos en el nivel de ATP 
(machos de 1 semana). 
A) El tratamiento con rapamicina aumenta los niveles de ATP en extractos de moscas tanto en 
individuos control como en individuos fhRNAi. El tratamiento combinado con el inhibidor autofágico 
3-MA o la expresión de un alelo constitutivamente activo de la proteína S6K (S6kCA) no revierten el 
incremento del nivel de ATP. Dicho efecto se observa con la presencia de un alelo de pérdida de función 
de la proteína 4E-BP (4E-BPLOF). B) Los alelos S6kCA y 4E-BPLOF no producen por si mismos 
alteraciones en los niveles de ATP en individuos control o fhRNAi tratados únicamente con el vehículo. 
C) La pérdida de función de eIF4E1 (eIF4E1LOF) tampoco afecta a los niveles de ATP; sin embargo, la 
expresión de una forma dominante negativa de S6K (S6kDN) aumenta estos niveles tanto en individuos 
control como en individuos fhRNAi. control: y1 w*; actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*; UAS-fhRNAi; actin-




modificadores genéticos. fhRNAi/(S6kCA/S6kDN/4E-BPLOF/eIF4E1LOF): individuos fhRNAi portando 
los diferentes modificadores genéticos. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, RAP: medio de 
cultivo suplementado con rapamicina 1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 
3-metiladenina 67 µM. eIF4E1: eukaryotic translation initiation factor 4E1, S6k: ribosomal protein S6 
kinase, 4E-BP: eIF4E-binding protein. Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para 
comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Las 
barras de error representan el error estándar de la media. 
1.5 El efecto de la rapamicina sobre la capacidad motora es mediado por 
S6K y 4E-BP. 
Posteriormente, se comprobó cuáles de los efectores de TORC1 podrían estar implicados 
en la recuperación de la capacidad motora producida por el tratamiento con rapamicina en 
los individuos fhRNAi. Analizamos este fenotipo en machos de 1 semana combinando el 
tratamiento de rapamicina con el compuesto 3-MA, la presencia del alelo S6kCA y la del alelo 
4E-BPLOF. Se observó que la adición al medio del inhibidor autofágico 3-MA no afectaba al 
incremento en la capacidad motora producida por la rapamicina (Figura 29A), por lo que la 
inducción del proceso de autofagia no parecía ser crítica. Sin embargo, tanto la expresión de 
la forma constitutivamente activa de S6K como la del alelo 4E-BPLOF, limitaron de forma 
notable el incremento en la capacidad motora observado tras el tratamiento con rapamicina 
(Figura 29A). Dicho resultado sugiere que los procesos modulados por ambas proteínas 
ejercen un papel relevante en la mejora del fenotipo motor que otorga la inhibición de TORC1 
mediante el tratamiento con el compuesto. Por otro lado, se observó que, en ausencia de 
rapamicina, la modulación de la actividad de S6K afecta de forma diferente a los individuos 
control y a los fhRNAi. La expresión de la forma constitutivamente activa de S6K no afecta 
a los individuos control, mientras que en los fhRNAi provoca una reducción aún mayor de la 
capacidad motora (Figura 29B). En contraste con este resultado, la expresión del alelo 
dominante negativo de S6k empeora la capacidad motora de los individuos control sin afectar 
a los fhRNAi (Figura 29C). En el rastreo genético llevado a cabo por nuestro grupo 
mencionado anteriormente (Figura 45, Material suplementario), dicho alelo era beneficioso 
para los individuos fhRNAi, sin embargo, la edad y el sexo de las moscas fue diferente en 





Figura 29. Efecto de los diferentes tratamientos y modificadores genéticos en la capacidad motora 
(machos de 1 semana). A) La adición de 3-MA (inhibidor autofágico) no afecta al incremento de la 
capacidad motora producido por la rapamicina. Sin embargo, la combinación de rapamicina con una 
forma constitutivamente activa de S6K (S6kCA) o un alelo de pérdida de función de 4E-BP (4E-BPLOF) 
limita el efecto beneficioso del compuesto, señalando que ambas proteínas son relevantes para mediar 
los efectos sobre la capacidad motora. B) La expresión de S6kCA produce por sí sola una reducción 
significativa de la capacidad de escalada de los individuos fhRNAi, sin afectar a los individuos control; 
mientras que el alelo 4E-BPLOF no produce ningún efecto significativo. C) La expresión de un alelo 
dominante negativo de S6K (S6kDN) produce una reducción en la capacidad motora de los controles sin 
afectar a los fhRNAi. La presencia de un alelo de pérdida de función de eIF4E1 (eIF4E1LOF) tampoco 
tiene un efecto significativo. control: y1 w*; actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. 




modificadores genéticos. fhRNAi/(S6kCA/S6kDN/4E-BPLOF/eIF4E1LOF): individuos fhRNAi portando 
los diferentes modificadores genéticos. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, RAP: medio de 
cultivo suplementando con rapamicina 1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con rapamicina 1 µM + 
3-metiladenina 67 µM. eIF4E1: eukaryotic translation initiation factor 4E1, S6k: ribosomal protein S6 
kinase, 4E-BP: eIF4E-binding protein. Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para 
comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 
****p<0.0001. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
1.6 La inducción de autofagia interviene en el aumento de la supervivencia 
producido por la rapamicina. 
Dado que la autofagia no parecía tener un papel relevante en la mejora de la capacidad 
motora de los individuos fhRNAi, nos planteamos analizar si este proceso podría participar 
en el incremento de la supervivencia en machos observado tras el tratamiento con rapamicina. 
Para ello se estudió el efecto del tratamiento RAP + 3-MA sobre este fenotipo. La adición de 
3-MA al medio con rapamicina eliminó el efecto beneficioso de la rapamicina sobre la 
supervivencia en los individuos control y agravó este fenotipo en los individuos fhRNAi 
(Figura 30). 
 
Figura 30. Efecto sobre la supervivencia de 3-MA en combinación con el tratamiento con 
rapamicina en machos. La adición del inhibidor autofágico 3-MA impide el incremento de la 
supervivencia producido por el tratamiento con rapamicina (RAP) en la cepa fhRNAi. control: y1 w*; 
actin-GAL4. fhRNAi: y1 w*; UAS-fhRNAi; actin-GAL4. Vehículo: medio de cultivo con DMSO 0,1%, 
RAP: medio de cultivo suplementado con rapamicina 1 µM, RAP + 3-MA: medio de cultivo con 
rapamicina 1 µM + 3-metiladenina 67 µM. Para comparar la supervivencia entre las distintas 




1.7 Inhibición de la actividad de mTOR en un modelo de FRDA en células 
SH-SY5Y 
Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el modelo de FRDA en D. 
melanogaster, se decidió estudiar los efectos de la inhibición de la proteína mTOR en un 
modelo de la enfermedad generado en una línea celular humana. En concreto, se partió de un 
modelo obtenido por la Dra. Gonzalez Cabo, basado en la interferencia del gen FXN en 
células derivadas de neuroblastoma SH-SY5Y 404. Se utilizaron para los diferentes 
experimentos tres líneas celulares distintas: (I) una línea de células SH-SY5Y wild type; (II) 
una línea, que actúa como control, en la que las células fueron transfectadas con el plásmido 
pLKO.1-NT, capaz de activar el mecanismo de silenciamiento génico por RNAi pero sin 
ninguna diana en humanos; y (III) una línea de células transfectadas con el vector pLKO.1-
FXN (denominada FXN-138.1), la cual expresa un shRNA contra el gen FXN y en la que se 
produce una reducción en los niveles de frataxina del 82% 404. 
La proteína mTOR realiza su función a través de dos complejos, TORC1 y TORC2, de 
los que forma parte 263. A pesar de que la rapamicina se considera un inhibidor del complejo 
TORC1, existen indicios de que los tratamientos a largo plazo podrían ser capaces de inhibir 
también la actividad del complejo TORC2 430. Con el objetivo de determinar en qué medida 
contribuía cada complejo a algunos de los efectos beneficiosos observados en las moscas 
fhRNAi tras los tratamientos con rapamicina, se utilizaron dos inhibidores ATP competitivos 
de la actividad quinasa de la proteína mTOR con diferentes afinidades por TORC1 y TORC2. 
El primero de ellos, el compuesto Torin1, presenta una afinidad similar por ambos complejos, 
mientras que el compuesto XL388 tiene una mayor especificidad hacia TORC1 (Figura 31A). 
Como determinación de la actividad de los dos complejos y para establecer las condiciones 
óptimas de tratamiento, se detectó el nivel de fosforilación de las proteínas S6 y AKT. La 
proteína S6 es fosforilada por la proteína S6K, cuya actividad es inducida por el complejo 
TORC1. La proteína AKT, por su parte, es fosforilada por el complejo TORC2. Mediante 
western blot, y utilizando anticuerpos contra la proteína S6 fosforilada (S235+S236) y AKT 
(S473) fosforilada, se determinó el nivel de fosforilación de ambas proteínas, indicativo del 






Figura 31. Inhibición de TORC1 y TORC2 mediante inhibidores ATP competitivos de mTOR. 
A) En el caso del modelo celular de FRDA en células SH-SY5Y, se utilizaron los inhibidores ATP 
competitivos Torin1 y XL388. Torin1 presenta una afinidad similar por los complejos TORC1 y 
TORC2, mientras que XL388 tiene una afinidad mayor por TORC1. El objetivo del uso de ambos 
inhibidores es conseguir la inhibición de ambos complejos TORC mediante Torin1, y afectar solo a la 
actividad de TORC1 con XL388. La actividad de ambos complejos es evaluada detectando, mediante 
western blot, el nivel de fosforilación de las proteínas S6 y AKT. B) Nivel de fosforilación de las 
proteínas S6 y AKT tras el tratamiento de la línea SH-SY5Y wild type con Torin1 y XL388. El 
tratamiento durante 24 h con Torin1 1 μM reduce la fosforilación de S6 y AKT, indicativo de una 
reduccion en la actividad de TORC1 y TORC2. El tratamiento con XL388 1 μM reduce, aunque de 
forma menos intensa, la fosforilación de S6 sin afectar a la fosforilación de AKT, lo que indica una 
reduccion en la actividad de TORC1. C) Efecto de Torin1 y XL388 sobre la viabilidad celular a una 
concentración 2 μM. Torin1 afecta seriamente la viabilidad celular. Para XL388 la reduccción de la 
viabilidad es significativa en la línea SH-SY5Y wild type. La viabilidad celular se midió mediante 
ensayo con sulforodamina B (SRB), estableciéndose como valor máximo de viabilidad el obtenido para 
cada línea en el medio Vehículo. Vehículo: medio de cultivo célular con DMSO 0,5%, Torin1 1/2 µM: 
medio de cultivo célular suplementado con Torin1 1 o 2 µM, XL388 1/2 µM: medio de cultivo célular 
suplementado con XL388 1 o 2 µM. Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para 
comparaciones múltiples a posteriori. ns: no significativo, *p<0.05, ****p<0.0001. Las barras de error 





Se aplicó un régimen de tratamiento de 24 h con los compuestos antes de proceder a 
realizar los experimentos. Se probaron diferentes concentraciones de Torin1 y XL388 (de 10 
nM a 2 µM) con el fin de lograr las condiciones adecuadas que permitieran la inhibición de 
los complejos TORC1 y TORC2 con Torin1 y únicamente de TORC1 con XL388. Como 
medio control se utilizó DMSO al 0,5%, al tratarse del vehículo en el que se disuelven 
previamente ambos inhibidores. Las tres líneas celulares respondieron de forma muy similar 
al tratamiento con los compuestos y se decidió utilizar la concentración de 1 μM para los dos 
inhibidores. Como ejemplo de los resultados obtenidos, se muestra el western blot para la 
línea SH-SY5Y wild type (Figura 31B). A dicha concentración, Torin1 es capaz de reducir 
de forma evidente el nivel de fosforilación de S6 y AKT, indicativo por tanto de una 
reducción de la actividad de los complejos TORC1 y TORC2 (Figura 31B) sin afectar a la 
viabilidad celular. A una concentración mayor de Torin1 (2 μM) la viabilidad de las tres 
líneas celulares se vio seriamente afectada (Figura 31C). En el caso del compuesto XL388, 
una concentración de 1 μM conseguía reducir el nivel de fosforilación de S6 sin afectar a 
AKT (Figura 31B). Aunque la reducción en la fosforilación de S6 no era tan intensa como 
en el caso de Torin1, no se utilizó una concentración mayor de XL388. A partir de una 
concentración de 2 μM de este compuesto, la fosforilación de AKT también comenzaba a 
verse afectada, indicativo de una inhibición de TORC2. Por tanto, a dichas concentraciones 
XL388 ya no estaría actuando como inhibidor específico de TORC1. En el caso de este 
compuesto, un aumento de la concentración a 2 μM ejercía un efecto más limitado sobre la 
viabilidad celular, viéndose ligeramente reducida únicamente en la línea SH-SY5Y wild type 
(Figura 31C). 
1.8 Efecto de la inhibición de TORC1 y TORC2 en el nivel de ATP y estrés 
oxidativo en el modelo celular humano de FRDA 
Tras determinar las condiciones experimentales para el uso de Torin 1 y XL388, se 
procedió a analizar el efecto de ambos inhibidores de la actividad mTOR sobre el nivel de 
ATP celular. Sorprendentemente, ninguno de los compuestos produjo alteraciones en dicho 
nivel (Figura 32A). Se ha descrito en diferentes modelos celulares y animales que las 




observado en este trabajo en el modelo de FRDA en D. melanogaster (Figura 28). Sin 
embargo, el tipo de cambios observados (tanto aumento como disminución de la producción 
de ATP) es muy diferente en función del estudio, el modelo y las condiciones experimentales 
utilizadas, por lo que es posible que nuestro modelo celular, en nuestras condiciones de 
estudio, sea especialmente resistente a variaciones en el ATP celular. 
 
Figura 32. Efecto de Torin1 y XL388 sobre el nivel de ATP y radical superóxido. A) No se 
observaron cambios significativos en el nivel de ATP en las tres líneas celulares analizadas tras el 
tratamiento con Torin1 o XL388 a 1 μM. El nivel de ATP de cada condición y línea celular se referenció 
a los valores observados para la línea SH-SY5Y wild type, a la que se dio el valor 100%. B) Los núcleos 
celulares se marcaron con DAPI (azul) y el nivel de radical superóxido se detectó con la sonda MitoSOX 
Red (rojo). Se puede observar que únicamente se detectan niveles más elevados de esta especie reactiva 
en el caso de la línea FXN-138.1 en medio Vehículo. Tras el tratamiento con Torin1 1 μM o XL388 1 




pLKO.1-NT. C) Cuantificación de los niveles de fluorescencia debida a la sonda MitoSOX Red. 
Vehículo: medio de cultivo célular con DMSO 0,5%, Torin1 1/2 µM: medio de cultivo célular 
suplementado con Torin1 1 o 2 µM, XL388 1/2 µM: medio de cultivo célular suplementado con XL388 
1 o 2 µM, u.a.: unidades arbitrarias. Se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para 
comparaciones múltiples a posteriori. *p<0.05. Las barras de error representan el error estándar de la 
media. 
Otro de los resultados que hemos obtenido en el modelo de FRDA en D. melanogaster 
ha sido la reducción del nivel de estrés oxidativo tras el tratamiento con rapamicina (Figura 
22). En el modelo en células SH-SY5Y hemos analizado el nivel del radical superóxido 
utilizando la sonda MitoSOX Red. Dicho reactivo se introduce en las células vivas y se dirige 
a las mitocondrias, donde se oxida rápidamente por superóxidos, generando un compuesto 
fluorescente. Este análisis se llevó a cabo en las tres líneas celulares, tras 24 h con cada 
tratamiento (Figura 32B,C). En el caso de las líneas SH-SY5Y y pLKO.1-NT no se detectó 
más que una señal muy tenue de la sonda MitoSOX Red y no se observaron diferencias entre 
las células en medio Vehículo y las tratadas con Torin1 1 μM y XL388 1 μM. En la línea 
FXN-138.1 sí observamos un nivel basal más elevado de producción del radical superóxido, 
que fue revertido tanto por Torin1 como por XL388. Ambos compuestos tienen en común la 
inhibición de la actividad del complejo TORC1, lo cual refuerza los resultados obtenidos en 
el modelo de D. melanogaster tras el tratamiento con rapamicina, apoyando la observación 
de que la inhibición de TORC1 es beneficiosa para contrarrestar el incremento del estrés 






2 Caracterización de un modelo en D. melanogaster portador de la 
expansión del trinucleótido GAA 
2.1 Descripción de las construcciones creadas para obtener el modelo 
Con el objetivo de identificar factores genéticos que puedan estar implicados en la 
represión transcripcional del gen FXN mediada por la expansión patológica del triplete GAA, 
se empezó en nuestro laboratorio el desarrollo de un nuevo modelo de FRDA en D. 
melanogaster. Este modelo se basa en la expresión de un gen reportero (luciferasa de 
luciérnaga), bajo el efecto de un número de repeticiones GAA dentro del rango patológico, y 
cuyo control depende del sistema GAL4/UAS 232. Las construcciones necesarias para el 
desarrollo de este nuevo modelo fueron obtenidas por el doctor José Vicente Llorens (Figura 
33) y se describen brevemente a continuación. Dos de estas construcciones (construcciones 
Luc) contienen la secuencia codificante del gen de la luciferasa de luciérnaga (Luc; Photynus 
pyralis) precedida de las secuencias activadoras de la transcripción UAS y de un fragmento 
del gen FXN, que incluye el exón 1, el intrón 1 con un número determinado de repeticiones 
del triplete GAA (6 o aproximadamente 220 tripletes GAA) y el exón 2 (Figura 33A, B). La 
tercera construcción (construcción RLuc) presenta la secuencia codificante del gen de la 
luciferasa de renilla (Rluc; Renilla reniformis) precedida de las secuencias activadoras de la 
transcripción UAS (Figura 33C). Las tres construcciones tienen, además, secuencias attB que 
permiten la inserción de la construcción, por recombinación, en sitios específicos del genoma 
de cepas de D. melanogaster que portan secuencias attP. Concretamente estas construcciones 
se microinyectaron en embriones de D. melanogaster de las cepas b9752 y b24485. Como 
resultado se obtuvieron diferentes líneas: una línea con la construcción de la luciferasa de 
renilla insertada en la región 68E del cromosoma 3 (línea Luc-Renilla); otra con la 
construcción luciferasa de luciérnaga con un número normal de repeticiones GAA (6 
repeticiones), denominada línea 6GAA, y cinco líneas, generadas independientemente, con 
la construcción luciferasa de luciérnaga con un número patológico de repeticiones GAA 
(aproximadamente 220 repeticiones), denominadas líneas 220GAA(1) a línea 220GAA(5). 
Cada una de las construcciones con el reportero luciferasa de luciérnaga se insertó en la 
región 22A3 del cromosoma 2. En las líneas 220GAA(2) y 220GAA(3), la construcción era 
letal en homozigosis, por lo que se mantuvieron en heterozigosis utilizando el cromosoma 





Figura 33. Composición de las construcciones creadas para la obtención del modelo. A) y B) 
Estructura de las construcciones con el gen de la luciferasa de luciérnaga (Luc) precedida de 6 tripletes 
GAA (A) o 220 tripletes (B) contenidas en un vector pACMAN. Estas construcciones se 
microinyectaron en embriones de la cepa comercial del b9752. La recombinación de las secuencias attB 
del vector con la attP del genoma de la cepa b9752 permitió la inserción de cada construcción en una 
región conocida (región 22A3 del cromosoma 2). C) Estructura de la construcción con el gen de la 
luciferasa de renilla (RLuc) que se insertó en la región 68E del cromosoma 3 en la cepa b24485. 
En el presente trabajo, se ha partido de estas líneas para ultimar la obtención del modelo, 
examinar si presenta características semejantes a las descritas para el gen FXN de pacientes 
FRDA respecto a su represión, y comprobar su utilidad en la identificación de genes 
modificadores de dicha represión transcripcional. Se esperaba que la expansión con los 220 
tripletes GAA provocase una disminución de la expresión del gen Luc con respecto a la 
construcción con 6 repeticiones. La expresión de la luciferasa de renilla serviría de control 
interno para normalizar los valores de la luciferasa de luciérnaga (sistema reportero dual). De 
esta forma, las variaciones en la expresión de la luciferasa de luciérnaga permitirán identificar 
aquellos genes, que al reducir o aumentar su expresión en el modelo de D. melanogaster, 
modifiquen la represión transcripcional provocada por la expansión GAA. 
2.2 Medida de la actividad luciferasa en las líneas originales 
En primer lugar, examinamos si las construcciones con el reportero de luciferasa de 
luciérnaga se expresaban a un nivel basal, sin la necesidad de la participación de la proteína 
GAL4. Se midió la actividad luciferasa de luciérnaga de las diferentes líneas 220GAA en 
hembras de 1 día de edad. Observamos que, para la línea 220GAA(1), no había diferencias 




220GAA(3)/CyO, el nivel de actividad luciferasa fue prácticamente la mitad que el 
observado en la línea 6GAA, y puesto que son portadoras de la construcción en heterozigosis, 
concluimos que en dichas líneas las repeticiones GAA no ejercían efecto alguno. En cambio, 
en las líneas 220GAA(4) y 220GAA(5) sí que se observó una reducción significativa de la 
actividad luciferasa de luciérnaga, siendo en la última en la que se dio la reducción más 
importante (Figura 34A). En estos ensayos de actividad luciferasa, la normalización de los 
valores se realizó empleando la concentración de proteína de los extractos, puesto que en las 
líneas analizadas todavía no está presente la construcción luciferasa de renilla. 
 
Figura 34. Actividad luciferasa de luciérnaga en las cepas generadas por microinyección. A) La 
construcción con la luciferasa de luciérnaga se expresa en hembras de 1 día a un nivel basal a pesar de 
la ausencia de la proteína GAL4 en las líneas originales. De las cinco líneas portadoras de la expansión 
patológica GAA, las líneas 220GAA(4) y 220GAA(5) muestran una reducción significativa de la 
actividad luciferasa de luciérnaga respecto de la línea 6GAA. B) La actividad luciferasa de luciérnaga 
de hembras de la cepa 220GAA(5) se mantiene reducida de forma significativa durante el periodo 
analizado de 2 semanas a partir del día 1. Los valores de actividad luciferasa se normalizaron por la 
concentración de proteína de los extractos. Luc: luciferasa de luciérnaga, Prot.: concentración de 
proteína del extracto. En el análisis mostrado en el punto (A) se empleó un test ANOVA de una vía 
aplicando el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. En el punto (B) se empleó el test t de 
student. ns: no significativo, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.001. Las barras de error representan el 
error estándar de la media. 
La línea 220GAA(5) fue elegida para el resto de los experimentos y analizamos si las 
diferencias en la actividad luciferasa respecto a la línea 6GAA se mantenían en el tiempo. Al 
medir dicha actividad en hembras de 0, 1, 7 y 14 días después de la eclosión de la pupa, 
observamos que las diferencias comenzaban a ser significativas a partir de las 24 h, 




2.3 Obtención del modelo completo de repeticiones GAA 
El modelo completo para el estudio del silenciamiento de FXN causado por repeticiones 
GAA, combina las construcciones con ambas luciferasas (de luciérnaga y renilla) junto con 
una construcción portadora de la secuencia codificante de la proteína activadora de la 
transcripción GAL4. Esto permite una expresión mucho mayor de las luciferasas (puesto que 
están bajo el control de las secuencias UAS) en comparación con su expresión basal, de forma 
que los cambios en dicha expresión sean más fáciles de identificar y medir con mayor 
precisión. Además, la expresión de la proteína GAL4 es necesaria para la expresión de 
algunos de los genes modificadores (modificadores de sobreexpresión y represión por RNAi 
bajo el control de secuencias UAS). 
En concreto utilizamos el driver α-Tub-GAL4, en el que la proteína GAL4 se expresa de 
forma ubicua bajo el control del promotor del gen de la tubulina de Drosophila, α-Tub, y con 
ello se posibilita la expresión de ambas luciferasas en todo el organismo. Mediante una 
extensa serie de cruces (Figura 46, Material suplementario) entre una cepa con la 
construcción α-Tub-GAL4 en el cromosoma 1, la línea 6GAA (con la construcción Luc en el 
cromosoma 2) y la línea Luc-Renilla (con la construcción RLuc en el cromosoma 3) se generó 
la que desde ahora se denominará cepa GAA-CONTROL (Figura 35). De forma similar 
(Figura 46, Material suplementario), mediante cruces entre la cepa con la construcción α-
Tub-GAL4, la línea 220GAA(5) y la línea Luc-Renilla, se obtuvo la que desde ahora se 
denominará cepa GAA-EXP (EXP abreviatura de expansión), cuya composición es idéntica 
a la de la cepa GAA-CONTROL, con la salvedad de que el cromosoma 2 contiene la 
construcción Luc con 220 repeticiones GAA en lugar de la que presenta 6 repeticiones GAA. 
La construcción α-Tub-GAL4, debido a su letalidad en homozigosis en presencia del resto 
de construcciones, se mantuvo en heterozigosis con el cromosoma equilibrador FM7 en las 





Figura 35. Composición de las cepas finales GAA-CONTROL y GAA-EXP. Ambas cepas 
contienen la construcción α-Tub-GAL4 en el cromosoma 1 (o cromosoma X), la construcción con la 
luciferasa de luciérnaga en el cromosoma 2 y la construcción con la luciferasa de renilla en el 
cromosoma 3. La diferencia entre ambas cepas se encuentra en el número de repeticiones que precede 
al gen de la luciferasa de luciérnaga, 6 en la cepa GAA-CONTROL y aproximadamente 220 en la cepa 
GAA-EXP. D. melanogaster presenta 4 parejas de cromosomas: cromosomas 1 (o X), 2, 3 y 4. Éste 
último es un cromosoma de tamaño muy reducido conocido comúnmente como dot. 
El siguiente paso fue comprobar la localización e integridad de las construcciones en las 
cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP para descartar posibles alteraciones que hubiesen 
tenido lugar durante la extensa serie de cruces llevada a cabo. La comprobación de la 
localización de las construcciones Luc y RLuc se analizó mediante PCR amplificando una 
banda de un tamaño esperado de 0,4 kb en el caso de la construcción Luc y de 0,6 kb en el 
caso de la construcción RLuc. Estas bandas contienen parte de la secuencia del sitio attL 
(generado a partir de la recombinación de los sitios attB de las construcciones y attP del 
genoma de las líneas b9752 y b24485) y del locus genómico donde se insertó cada 
construcción (22A3-R en el caso de la construcción Luc y 68E1-R para la construcción Rluc). 
En hembras de 1 día de ambas cepas, GAA-CONTROL y GAA-EXP, se observaron las 
bandas de 0,4 kb y 0,6 kb (Figura 36), confirmando la presencia de las construcciones en las 
regiones genómicas esperadas.  
Para examinar la integridad de la construcción Luc, se amplificaron varias secuencias 
internas de dicha construcción correspondientes a: (i) la secuencia UAS-hsp70, esperando 
una banda de 342 pb; (ii) regiones aguas arriba y abajo de las repeticiones GAA en el intrón 
1, bandas de 386 y 324 pb respectivamente y (iii) la secuencia del gen Luc, banda de 363 pb. 
En ambas cepas no se observaron alteraciones en ninguno de los tamaños de las bandas 
esperadas. En la Figura 36 se muestra la localización de los primers empleados, las regiones 





Figura 36. Análisis de la localización e integridad de las construcciones en las cepas GAA-
CONTROL y GAA-EXP (hembras de 1 día). A) Se indica la posición de las diferentes parejas de 
primers diseñados para amplificar secuencias internas de la construcción Luc (Prom-F/R, UpGAA-F/R, 
DownGAA-F/R, Luc-F/R) o secuencias solo existentes en caso de que las construcciones Luc y RLuc 
estuviesen presentes en la localización esperada (attL-F + 22A3-R y attL-F + 68E1-R). La 
recombinación entre las secuencias attB, presentes en las construcciones, y las secuencias attP, situadas 
en el genoma de cepas b9752 y b24485, da lugar a las secuencias attR y attL que flanquean a la 
construcción en el sitio de inserción en el cromosoma. B) Los resultados de las PCRs confirmaron la 
localización correcta e integridad de las construcciones para las secuencias analizadas. 
La expansión de repeticiones GAA es un tipo de secuencia que puede presentar cierta 
inestabilidad, siendo posible que ocurran expansiones y contracciones en el número de 
repeticiones. La pérdida de tripletes GAA en la cepa GAA-EXP invalidaría el modelo 
obtenido. Con el fin de determinar si la secuencia de repeticiones GAA en la cepa GAA-EXP 
se mantenía estable en el tiempo, amplificamos esta secuencia tras la obtención de las cepas 
finales GAA-CONTROL y GAA-EXP, así como tras 2, 6 y 12 generaciones en hembras de 
1 día de edad. La cepa GAA-CONTROL mostró una banda correspondiente al producto 




como la línea original 220GAA(5) a partir de la que se originó, y el resto de líneas con la 
expansión, 220GAA(1)-220GAA(4) presentaron una banda, de aproximadamente 1,4 kb, 
correspondiente a un producto con un número aproximado de 220 repeticiones GAA (Figura 
37A,B). Tras el transcurso de 12 generaciones, no hubo cambios apreciables en el tamaño de 
la expansión GAA en la cepa GAA-EXP, indicando que este número de repeticiones GAA 
se mantiene estable en el modelo (Figura 37A,C). 
 
Figura 37. Determinación del tamaño de la secuencia de repeticiones GAA en las cepas GAA-
CONTROL y GAA-EXP (hembras de 1 día). A) Los primers utilizados para amplificar esta 
secuencia son complementarios a las regiones adyacentes a las repeticiones GAA. B) El producto 
obtenido en la cepa GAA-CONTROL fue el esperado para una secuencia con 6 repeticiones GAA. Para 
la cepa GAA-EXP y las líneas 220GAA(1) - (5) se observó una banda correspondiente a una secuencia 
con aproximadamente 220 repeticiones. C) Tras 2, 6 y 12 generaciones (g) no se apreciaron cambios 






2.4 Expresión de las luciferasas en el modelo 
En el nuevo modelo, el gen de la luciferasa de luciérnaga permitirá cuantificar el efecto 
de la expansión de 220 repeticiones GAA en el nivel de transcripción de dicho gen y, por 
consiguiente, en la actividad de la proteína luciferasa. La luciferasa de renilla actuará como 
control interno para la normalización de los valores de la actividad de la luciferasa de 
luciérnaga. Determinamos el nivel de expresión de los dos genes luciferasa mediante RT-
qPCR en hembras de 1 día, confirmando la reducción del nivel de mRNA del gen Luc en la 
cepa GAA-EXP con respecto de la cepa GAA-CONTROL (Figura 38A). Igualmente, se 
observó que la expresión del gen de la luciferasa de renilla no mostraba diferencias entre 
ambas cepas (Figura 38B). Estos resultados nos han permitido medir la actividad de la 
luciferasa de luciérnaga en el modelo como la ratio entre esta actividad y la de la luciferasa 
de renilla. De esta forma, observamos en la cepa GAA-EXP la esperada reducción en la ratio 
entre ambas actividades luciferasa (Figura 38C). 
 
Figura 38. Expresion de las luciferasas de luciérnaga y renilla en las cepas del modelo (hembras 
de 1 día). A) La expresión del gen Luc es significativamente más baja en la cepa GAA-EXP que en la 
cepa GAA-CONTROL. B) En cambio, la expresión del gen RLuc es similar en ambas cepas. Como 
control interno para la cuantificación de la expresión de los genes de las luciferasas se utilizó el nivel 
de expresión relativa del gen de expresión constitutiva Rp49. C) La ratio entre la actividad luciferasa 
de luciérnaga y la actividad luciferasa de renilla es menor en la cepa GAA-EXP respecto de la cepa 
GAA-CONTROL, mostrando el efecto negativo que ejerce la expansión de repeticiones GAA en la 
expresión del gen reportero. Luc: gen de la luciferasa de luciérnaga, Luc: luciferasa de luciérnaga, RLuc: 
gen de la luciferasa de renilla, RLuc: luciferasa de renilla. Para la comparación de las muestras se 
empleó un test t de student. ns: no significativo, **p<0.01. Las barras de error representan el error 




2.5 Estudio de la compactación de la construcción portadora de las 
repeticiones GAA 
La causa principal para explicar el silenciamiento del gen FXN en humanos se atribuye a 
mecanismos epigenéticos provocados por la expansión patológica de repeticiones GAA, los 
cuales provocan un cambio en el estado de la cromatina, que pasa a estar más compactada 
impidiendo la correcta transcripción del gen. Para comprobar si la reducción en la expresión 
del gen reportero Luc en la cepa GAA-EXP también se asociaba a una mayor compactación 
de la cromatina, se realizó un ensayo de accesibilidad de DNasa I. El fundamento de este 
ensayo reside en que las regiones de cromatina relajada son más accesibles a la acción de la 
DNasa I y, por tanto, son más sensibles a la digestión de la enzima. En cambio, las regiones 
de cromatina compactada son más resistentes a la digestión. Posteriormente, la cantidad de 
DNA que permanece sin digerir en las regiones que son analizadas se cuantifica mediante 
qPCR. Se espera que el número de copias amplificadas sea mayor en las regiones 
heterocromáticas que en las regiones con cromatina relajada. 
Previamente a la realización de este ensayo, se determinaron las condiciones óptimas que 
permitieran discernir entre el estado de compactación de un gen eucromático como el gen 
Rp49 (cromatina relajada), y el de una región de heterocromatina constitutiva y resistente a 
la digestión por DNasa I (una secuencia de la región H23 del genoma de D. melanogaster). 
Para ello, el gDNA de individuos de la cepa yw se trató con 5 unidades de la enzima durante 
5 y 20 min (condiciones 5U 5 min y 5U 20 min) o se dejó sin digerir (condición 0U). 
Posteriormente, se extrajo el DNA y se cuantificó, por qPCR, la cantidad relativa de copias 
de DNA de una región del gen Rp49 y de la secuencia H23. Los resultados nos mostraron 
que, en comparación con la amplificación en la condición 0U, la condición 5U 5 min da lugar 
a una digestión importante de Rp49 (Figura 39A), sin tener un gran efecto sobre la región 
H23 (Figura 39B). Sin embargo, en el tratamiento prolongado de 5U 20 min, ya observamos 
de forma evidente la digestión de ambas regiones del genoma (Figura 39A y B). Por tanto, la 
condición 5U 5 min resulta la más adecuada para poder identificar las diferencias en el estado 
de compactación de la construcción luciferasa de luciérnaga entre las cepas GAA-





Figura 39. Amplificación de Rp49 y de la región H23 tras el tratamiento con DNasa I en la cepa 
yw en diferentes condiciones experimentales. El tratamiento con 5 unidades de la enzima DNasa I 
durante 5 min (5U 5 min) digirió de forma notable la cantidad de copias del gen de expresión 
constitutiva Rp49 (A), afectando en mucho menor medida a la región heterocromática H23 (B). 5U 20 
min: digestión con 5 unidades de DNasa I durante 20 min, 0U: gDNA no digerido. 
Seguidamente se digirió el gDNA de hembras de 1 día de las cepas GAA-CONTROL y 
GAA-EXP con DNasa I y se analizaron, mediante qPCR, 4 regiones diferentes de las 
construcciones Luc: la secuencia UAS-hsp70, una región aguas arriba y otra aguas abajo de 
las repeticiones GAA, y la secuencia del gen Luc. Requeríamos también de un control interno 
que no se viera afectado por la digestión y que nos permitiera normalizar los resultados de 
las cuantificaciones. Se utilizó la propia secuencia H23 para establecer la cantidad relativa 
de copias de DNA, puesto que dicha secuencia mostró resistencia a la DNasa I en la condición 
de 5U 5 min. En la Figura 40A se presenta un esquema del ensayo, de las regiones analizadas 




diferencias, entre las dos cepas, en la cuantificación de copias de DNA en ninguna de las 
regiones analizadas (Figura 40B). El tratamiento 5U 5 min sí que dio lugar a un mayor 
número de copias sin digerir en las cuatro regiones analizadas en la cepa GAA-EXP con 
respecto de la cepa GAA-CONTROL (Figura 40C). Este resultado indica que existe un mayor 
nivel de compactación de la cromatina en la construcción portadora de la expansión 
patológica de repeticiones GAA, que en la que tiene un número normal de tales repeticiones. 
Por tanto, la menor expresión del gen Luc en la cepa GAA-EXP podría deberse a la 
heterocromatinización de la región, de forma similar a lo que sucede en el gen FXN en los 
pacientes de FRDA. Finalmente, comprobamos que tras el tratamiento 5U 20 min no se 
observaron diferencias significativas entre las dos cepas, puesto que, como se ha visto 
previamente, tras 20 min de tratamiento la heterocromatina también se ve afectada por la 





Figura 40. Ensayo de accesibilidad de DNasa I en las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP 
(hembras de 1 día). A) Esquema del ensayo. El gDNA de las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP se 
digirió con la enzima DNasa I, bajo diferentes condiciones experimentales, se extrajo y se cuantificó 
mediante qPCR para comprobar el nivel de compactación de la cromatina de 4 regiones diferentes de 
la construcción Luc B) Las cepas GAA CONTROL y GAA EXP contienen en su genoma el mismo 
número de copias de la construcción con la luciferasa de luciérnaga, por lo que en ausencia de digestión 
por DNasa I (0U), muestran el mismo número de copias de cada una de las regiones analizadas al 
normalizar su abundancia mediante la región heterocromática H23. (C) Tras el tratamiento con 5 
unidades de DNasa I durante 5 min (5U 5 min) se observa, en las cuatro regiones analizadas, un mayor 
número relativo de copias en la cepa GAA EXP con respecto de la cepa GAA CONTROL, lo que indica 




más resistente a la acción de la enzima. (D) Tras un tratamiento de 20 min con 5 unidades de DNasa I 
(5U 20 min’) las regiones heterocromáticas, más compactadas, ya han comenzado a verse afectadas por 
la digestión, incluyendo la región H23. Puesto que la relativización del número de copias de las regiones 
analizadas depende de la abundancia de esta última región, en este régimen de tratamiento las 
diferencias entre las cepas GAA CONTROL y GAA EXP comienzan a reducirse hasta no ser 
significativas. Upstream GAA: región aguas arriba de las repeticiones GAA, Downstream GAA: región 
aguas abajo de las repeticiones GAA, Luc: gen de la luciferasa de luciérnaga. Para la comparación del 
número de copias de cada región entre ambas cepas se empleó un test t de student. ns: no significativo, 
*p<0.05, **p<0.01. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
La naturaleza expansiva de la heterocromatina puede dar lugar al silenciamiento 
transcripcional de los genes contiguos. Se ha discutido sobre si las expansiones patológicas 
de las repeticiones GAA pueden afectar a genes cercanos al gen FXN 431,432. En este sentido, 
nos planteamos si podría ocurrir algo similar en el modelo de D. melanogaster. Para ello se 
cuantificó y comparó la expresión de los genes situados en un rango de 250 kb aguas arriba 
y abajo de las repeticiones GAA. Estos genes fueron NLaz (Neural Lazarillo) y halo, situados 
aguas arriba, y los genes RFeSP (Rieske iron-sulfur protein), Eno (Enolase) y wry (weary), 
aguas abajo del tramo GAA (Figura 41A). Para todos ellos, a excepción de RFeSP, el nivel 
de mRNA era similar en ambas cepas. El gen RFeSP, el más cercano a la inserción de la 
construcción, presentó una reducción significativa en su nivel de expresión en la cepa GAA-
EXP con respecto de la GAA-CONTROL (Figura 41B). Comprobamos, mediante ensayo de 
accesibilidad de DNasa I, que esta reducción en la expresión de RFeSP también se debía a 
un incremento en la compactación de la cromatina (Figura 41C), lo cual apoya la hipótesis 
de que la expansión patológica de repeticiones GAA podría afectar a la expresión de genes 





Figura 41. Análisis de la expresión de genes contiguos a la secuencia de repeticiones GAA 
(hembras de 1 día). A) Se estudió la expresión de 5 genes próximos al tramo de repeticiones GAA, 
incluyendo a NLaz, halo, RFeSP, Eno y wry. B) El gen RFeSP mostró una reducción del 17% en el 
nivel de mRNA en la cepa GAA-EXP respecto de la cepa GAA-CONTROL. C) Mediante ensayo de 
accesibilidad de DNasa I se verificó un estado de la cromatina más compactado en el gen RFeSP en la 
cepa GAA-EXP. Eno: Enolase, NLaz: Neural Lazarillo, RFeSP: Rieske iron-sulfur protein, wry: weary. 
Para las comparaciones entre ambas cepas se utilizó un test t de student. *p<0.05. Las barras de error 
representan el error estándar de la media. 
2.6 Análisis de la metilación del DNA en regiones próximas a las 
repeticiones GAA 
Entre las diferentes marcas epigenéticas que regulan el estado de compactación de la 
cromatina, se encuentra la metilación del carbono C5 de la citosina para dar lugar a 5-
metilcitosina (5mC) 433. Se ha observado un incremento en la metilación de los sitios CpG 
próximos a las repeticiones GAA, en diferentes tipos celulares de pacientes y de modelos de 
FRDA. En algunos invertebrados como D. melanogaster, la metilación del DNA es muy 
reducida y puede tener funciones diferentes a las observadas en vertebrados (más información 
en el apartado de Discusión). No obstante, analizamos si la expansión de repeticiones GAA 
generaba algún cambio en la metilación de sitios CpG próximos en la construcción Luc en 




aguas arriba y 7 sitios CpG aguas abajo de las repeticiones GAA. La Figura 42A muestra un 
esquema del análisis y los primers utilizados para amplificar las regiones de interés. Los 
resultados mostraron la ausencia de metilación en las citosinas de todos los sitios CpG 
analizados, tanto en la cepa GAA-CONTROL como en la cepa GAA-EXP (Figura 42B,C). 
Dado que la escasa metilación en D. melanogaster no está restringida a los dinucleótidos 
CpG, sino que parece afectar también a dominios ricos en CC y CA, revisamos la posible 
metilación del resto de citosinas de las regiones estudiadas. De nuevo, no se observó 
metilación en ninguna de las dos cepas. Estas observaciones indican que el proceso que 
desencadena la compactación de la cromatina, y la reducción de la expresión del gen Luc en 




Figura 42. Secuenciación por bisulfito de sitios CpGs adyacentes a la repetición del triplete GAA 
(hembras de 1 día) (Continuación figura y pie en pag. 131). A) Los primers empleados amplifican 
mediante PCR anidada una región aguas arriba y abajo de las repeticiones GAA. Para llevar a cabo la 
secuenciación por bisulfito, el gDNA de los individuos de las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP es 
tratado con bisulfito sódico y posteriormente se amplifican las regiones de interés, que son 
secuenciadas. En la secuencia permanece como citosinas aquellos nucleótidos que en el gDNA estaban 
originalmente metilados (la metilación otorga protección frente al bisulfito), y cambian a timinas 







Figura 42. Secuenciación por bisulfito de sitios CpGs adyacentes a la repetición del triplete GAA 
(hembras de 1 día) (Continuación). La secuenciación por bisulfito de la región aguas arriba (B) y aguas 
abajo (C) de las repeticiones GAA mostró total ausencia de metilación en los sitios CpG estudiados, 
tanto en la cepa GAA-CONTROL como en la GAA-EXP. En la parte superior se presenta la secuencia 
original del gDNA de las regiones analizadas con los sitios CpG numerados en azul. Sobre cada porción 
del electroferograma se muestra en la parte superior la secuencia registrada y en la inferior la secuencia 
original. 
2.7 Rastreo piloto de modificadores genéticos de la represión 
transcripcional mediada por las repeticiones GAA 
Al principio de esta segunda parte del apartado de Resultados, se ha indicado que uno de 




herramienta para la identificación de genes implicados en el mecanismo de represión 
transcripcional causado por la expansión de repeticiones GAA. Una metodología muy 
potente, en D. melanogaster, que nos permite abordar este objetivo es la realización de un 
rastreo genético. Se han generado en Drosophila un gran número de líneas portadoras de 
mutaciones para la práctica totalidad de sus genes, desde líneas que permiten la 
sobreexpresión de un gen, a líneas en las que se reduce de forma específica dicha expresión 
mediante la metodología RNAi. En algunas de estas líneas, la sobreexpresión e interferencia 
de los genes está bajo el control de las secuencias reguladoras UAS, pudiendo emplearse en 
nuestro modelo debido a la presencia de la construcción α-Tub-GAL4. En este contexto, el 
principio básico del rastreo consiste en obtener individuos en los que se expresen 
simultaneamente la construcción Luc y una de estas mutaciones, y analizar si dicha mutación 
modifica la expresión del gen reportero, afectada por la expansión de repeticiones GAA. Para 
ello se llevan a cabo cruces entre las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP con cada una de 
las líneas portadoras de un gen mutado, y con una cepa estándar de laboratorio sin 
modificadores génicos, como la cepa yw. Posteriormente se analiza qué mutaciones son 
capaces de modificar la ratio actividad luciferasa de luciérnaga/actividad luciferasa de renilla 
en los descendientes del cruce GAA-EXP con la línea portadora de una mutación (individuos 
GAA-EXP/Modificador), con respecto de los descendientes del cruce GAA-EXP con la cepa 
yw (individuos GAA-EXP/yw). En el caso de que los modificadores identificados no cambien 
la ratio en los descendientes de la cepa GAA-CONTROL (individuos GAA-
CONTROL/Modificador), podremos proponer que tales genes ejercen algún tipo de papel en 
el mecanismo de represión transcripcional mediado por la expansión de las repeticiones 
GAA. En la Figura 43A se esquematizan los cruces de un rastreo genético con estas 
características. 
En este trabajo se ha examinado la utilidad del modelo obtenido para el rastreo genético. 
Para ello se ha llevado a cabo un rastreo piloto analizando genes con un papel clave y 
conocido en el control de la compactación de la cromatina, utilizando líneas portadoras de 
alelos de pérdida de función de los genes HDAC1 (Histone deacetylase 1), Su(var)3-9 
(Suppressor of variegation 3-9), E(z) (Enhancer of zeste) y Su(var)2-5 (Suppressor of 
variegation 2-5), además de una línea portadora de un dsRNA contra el gen Su(var)2-5. 
HDAC1 codifica una histona desacetilasa ortóloga de la misma enzima humana 434, Su(var)3-




un componente clave para la trimetilación H3K27me3 435 y Su(var)2-5 codifica la proteína 
HP1 (heterocromatin protein 1) 435. Todos los genes seleccionados codifican productos que, 
mediante diferentes mecanismos, favorecen un estado de la cromatina más compactado. Es 
importante señalar que las modificaciones de las histonas H3K9me3 y H3K27me3 se 
encuentran aumentadas en las proximidades de la expansión GAA en pacientes FRDA 112. 
Tras la realización de los cruces correspondientes (Tabla 16, Material suplementario), se 
llevaron a cabo los ensayos de actividad luciferasa en los descendientes con el genotipo 
correcto. Como era de esperar, se observó una reducción de la ratio luciferasa de 
luciérnaga/luciferasa de renilla en los individuos GAA-EXP/yw con respecto de los 
individuos GAA-CONTROL/yw (Figura 43C), en ausencia de un modificador. También se 
observó que los modificadores no cambiaron de forma significativa la ratio de luciferasas en 
los individuos GAA-CONTROL/Modificador (Figura 43B), lo que permite proponer que 
cualquier cambio en la expresión de dicha ratio en los individuos GAA-EXP/Modificador 
puede atribuirse al efecto del gen modificador en el proceso de represión transcripcional 
producido por la expansión de repeticiones GAA. En concreto, observamos que los alelos de 
pérdida de función de cada uno de los genes mostraron una tendencia, no significativa, a 
incrementar la ratio entre las luciferasas en individuos GAA-EXP/Modificador. Es posible 
que este efecto no fuera mayor debido a la presencia de la mutación en heterozigosis, 
existiendo una copia intacta de cada uno de estos genes, así como al solapamiento de 
diferentes mecanismos que puedan estar causando la represión transcripcional. En el caso del 
dsRNA contra el gen Su(var)2-5 sí que pudo observarse un aumento significativo de la 
actividad de la luciferasa de luciérnaga (Figura 43C), destacando la importancia de la proteína 





Figura 43. Rastreo piloto de modificadores genéticos. A) Las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP 
se cruzan con cepas portadoras de mutaciones en un único gen (gen modificador) o con la cepa yw. La 
descendencia de dichos cruces, con el genotipo adecuado, es empleada para realizar los ensayos de 
actividad luciferasa que determinarán el posible efecto de las mutaciones en la represión transcripcional 
mediada por las repeticiones GAA. Los modificadores genéticos pueden encontrarse en cualquiera de 
los cromosomas de D. melanogaster. Se ha situado el modificador en el cromosoma 3 a modo de 
ejemplo. B) Ninguno de los modificadores analizados afectó significativamente a la ratio luciferasa de 
luciernaga/luciferasa de renilla en los individuos GAA-CONTROL/Modificador en comparacion con 
los GAA-CONTROL/yw. C) Solo el dsRNA contra Su(var)2-5 produjo un aumento en la expresión de 




GAA-EXP/yw. El resto de modificadores (alelos de perdida de función) mostraron una tendencia a 
incrementar la actividad luciferasa sin llegar a ser significativa. Para las comparaciones de los 
resultados entre los individuos GAA-CONTROL/yw, GAA-CONTROL/Modificador, GAA-EXP/yw y 
GAA-EXP/Modificador, los valores de las ratios obtenidas se referenciaron por la de los individuos 
GAA-CONTROL/yw, a la que se le dio el valor de 1. Luc: luciferasa de luciernaga, RLuc: luciferasa 
de renilla. E(z): Enhancer of zeste, HDAC1: Histone deacetylase 1, Su(var)2-5: Suppressor of 
variegation 2-5, Su(var)3-9: Suppressor of variegation 3-9. Se utilizó un test ANOVA de una vía 
aplicando el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. *p<0.05, **p<0.01. Las barras de 
error representan el error estándar de la media.  
2.8 Rastreo genético piloto en un modelo celular de repeticiones GAA 
El rastreo genético a gran escala permite abordar el análisis de prácticamente todo el 
genoma de D. melanogaster en busca de modificadores. Tales rastreos se realizan utilizando 
sistemas automatizados aplicados a cultivo celular. Con el objetivo de explorar esta vía, 
hemos generado un modelo celular portador de las mismas construcciones con el gen de la 
luciferasa de luciérnaga y el gen de la luciferasa de renilla que el modelo de D. melanogaster. 
No obstante, en este modelo, el sistema GAL4/UAS está controlado por el promotor del gen 
metalotioneína (mt), que se activa en presencia de metales pesados (en nuestro caso mediante 
adición al medio de sulfato de cobre, CuSO4). 
Hemos partido de células S2R+ de D. melanogaster, las cuales fueron primero 
transfectadas con la construcción pMT-GAL4, que permite la expresión de la proteína GAL4 
bajo el control del promotor del gen mt. Mediante selección con el antibiótico puromicina, se 
aislaron clones individuales de células S2R+ con la construcción pMT-GAL4 (células 
S2R+/pMT-GAL4). Los clones positivos se expandieron durante 3 semanas y se utilizaron 
para transfectar las construcciones Luc, con las 6 o las 220 repeticiones GAA, y la 
construcción Rluc, obteniéndose dos líneas celulares iguales salvo por la presencia de un 
número de repeticiones GAA diferente. La línea portadora de la construcción Luc con 6 
repeticiones GAA se denominó S2-GAA-CONTROL, y la portadora de la construcción con 
220 repeticiones se denominó S2-GAA-EXP. 
El ensayo de la actividad luciferasa se llevó a cabo añadiendo al medio de cultivo CuSO4 
para inducir la expresión de la proteína GAL4. Previamente determinamos la concentración 
óptima de este compuesto en la línea S2-GAA-CONTROL, de forma que no afectara a la 
viabilidad de las células, pero permitiera una alta expresión de las construcciones. Se 




concentración de 1 mM como concentración de trabajo, debido a que producía una actividad 
de luciferasa 40 veces mayor que la observada en condiciones basales (Figura 44A), y a que 
es una concentración 5 veces menor que la que produjo toxicidad celular. Para esta 
concentración de CuSO4, la ratio actividad luciferasa de luciérnaga/luciferasa de renilla fue 
2,5 menor en la línea S2-GAA-EXP que en la línea S2-GAA-CONTROL (Figura 44B). 
 
Figura 44. Resultados del rastreo piloto en células S2. A) La construcción pMT-GAL4 es 
responsable de la expresión de la proteína GAL4 necesaria para la correcta activación de la expresión 
de las luciferasas. La expresión de dicha construcción se activa mediante la adición de CuSO4 al medio 
de cultivo y es dosis dependiente. B) La línea S2-GAA-EXP muestra una disminución significativa de 
la ratio de la actividad luciferasa de luciérnaga/luciferasa de renilla (Luc/RLuc) respecto de los valores 
obtenidos en la línea S2-GAA-CONTROL.C) Efecto de la interferencia en la expresión de los genes  
Su(var)2-5, Su(var)3-9 y Pc en la línea S2-GAA-EXP. La transfección de dsRNAs contra estos genes 
tuvo por efecto un incremento en la expresión de la luciferasa de luciérnaga. Luc: luciferasa de 
luciernaga, RLuc: luciferasa de renilla, diap1: Death-associated inhibitor of apoptosis 1, Pc: Polycomb, 
Su(var)2-5: Suppressor of variegation 2-5, Su(var)3-9: Suppressor of variegation 3-9. En los puntos 
(A) y (C) se aplicó un test ANOVA de una vía y el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. 
En el punto (B) se utilizó un test t de student. ****p<0.0001. Las barras de error representan el error 
estándar de la media. 
Finalmente, comprobamos si la disminución de la expresión de algunos genes implicados 
en el control de la compactación de la cromatina, producia un resultado similar al del modelo 
animal. Las células de la línea S2-GAA-EXP fueron transfectadas con dsRNAs dirigidos 
contra en gen codificante de la GFP (control negativo), diap1 (Death-associated inhibitor of 
apoptosis 1, control positivo) y los genes Su(var)2-5, Su(var)3-9 y Pc (Polycomb). La 
interferencia contra diap1 actúa de control positivo al provocar la muerte de las células (con 




de interferencia funciona correctamente. Polycomb es una proteína de unión a cromatina que 
interactúa con la modificación de la histona H3K27me3. Los tres dsRNAs contra los genes 
Su(var)2-5, Su(var)3-9 y Pc aumentaron de forma significativa la expresión de la luciferasa 
de luciérnaga (Figura 44C), confirmando los resultados observados con la cepa GAA-EXP y 
destacando la implicación de la proteína HP1 y las modificaciones de histonas H3K9me3 y 






































1 D. melanogaster en la búsqueda de nuevos tratamientos para la 
ataxia de Friedreich 
Como herramienta para el estudio de la FRDA, nuestro laboratorio desarrolló un primer 
modelo en D. melanogaster en el cual la expresión del gen fh y los niveles de frataxina son 
reducidos en todo el organismo, utilizando una construcción fhRNAi y el sistema de 
expresión GAL4/UAS 232. Dicho modelo manifiesta varios de los fenotipos característicos de 
la FRDA como son, la afectación de la capacidad motora, la reducción de la supervivencia y 
la sensibilidad al estrés oxidativo 168. En trabajos posteriores, comprobamos que el 
metabolismo del hierro y el estrés oxídativo también tienen un papel clave en el desarrollo 
de los fenotipos asociados a la deficiencia de frataxina en D. melanogaster, habiéndose 
observado efectos beneficiosos tras los tratamientos con el quelante de hierro deferiprona y 
el antioxidante idebenona 238. Más adelante confirmamos que existe un desequilibrio en el 
metabolismo de otros metales, y que quelantes de cobre y zinc como BCS, TTM y TPEN 
eran capaces de mejorar algunos fenotipos de los individuos fhRNAi 243. Estos resultados 
indican que D. melanogaster puede ser un organismo útil en la búsqueda de otros compuestos 
potencialmente terapéuticos y posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la FRDA. 
Por ello decidimos realizar un ensayo con una selección de compuestos cuya actividad o 
mecanismo de acción pudiera ser potencialmente beneficioso para aliviar las consecuencias 
de la deficiencia de frataxina. Se eligieron principalmente compuestos con actividades 
antioxidantes y/o neuroprotectoras cuyo uso en humanos ya hubiese sido aprobado o, al 
menos, hubiesen formado parte de ensayos clínicos. De esta forma se podría facilitar de forma 
mucho más rápida y efectiva una posible reposición en el uso de estos compuestos. Además 
de los inhibidores de TORC1, rapamicina y temsirolimus, que serán tratados más adelante, 
los compuestos que mostraron mejoras más significativas de entre todos los ensayados en 
este trabajo fueron los antioxidantes y/o neuroprotectores curcumina, dexpramipexol, 
fenilbutirato de sodio y melatonina. 
La curcumina es un compuesto natural extraído de las raíces de la planta Curcuma longa. 
Una gran cantidad de estudios han demostrado que la curcumina es capaz de combatir la 
inflamación, la diabetes, la espasticidad, la alergia, el reumatismo y el cáncer 436–438. Además, 
la curcumina tiene propiedades antioxidantes, pudiendo actuar directamente como un 




La curcumina ha mostrado efectos beneficiosos en modelos de la enfermedad de Parkinson 
442,443. 
El dexpramipexol es un medicamento que fue investigado como posible tratamiento para 
la esclerosis lateral amiotrófica. Este compuesto es el isómero R del fármaco 
antiparkinsoniano pramipexol, pero con una muy reducida afinidad por los receptores de 
dopamina. El dexpramipexol tiene la capacidad de unirse a la ATP sintasa y de mejorar la 
eficiencia mitocondrial, aumentando la producción de ATP y reduciendo el consumo de O2 
444,445. Existen evidencias recientes de que la ATP sintasa participa en la organización del 
complejo del poro de transición mitocondrial 446,447, y se ha observado que el dexpramipexol 
inhibe las corrientes de membrana despolarizantes en mitocondrias disfuncionales y previene 
la hinchazón de los orgánulos en condiciones que predisponen a la apertura de los poros 
448,449. El compuesto también es capaz de detoxificar las especies reactivas de oxígeno en la 
mitocondria y reducir la muerte celular en modelos in vitro de neurotoxicidad 448,450,451. 
El fenilbutirato de sodio es una sal del ácido graso aromático 4-fenilbutirato. Este 
compuesto se usa para tratar trastornos del ciclo de la urea, ya que sus metabolitos ofrecen 
una ruta alternativa a este ciclo para permitir la excreción del exceso de nitrógeno 452,453. El 
fenilbutirato actúa además como inhibidor de las histona desacetilasas y ha mostrado 
propiedades neuroprotectoras en varios modelos animales de enfermedades 
neurodegenerativas 454,455. Una parte de los efectos beneficiosos del fenilbutirato se asocian 
a su capacidad de incrementar la expresión de la proteína DJ-1, capaz de atenuar el estrés 
oxidativo y mantener la función mitocondrial 456. 
Finalmente, la melatonina, sintetizada y secretada por la glándula pineal, es una 
neurohormona derivada de la serotonina y su función es dependiente de receptores beta-
adrenérgicos. La melatonina está involucrada en numerosas funciones biológicas que 
incluyen el ritmo circadiano, el sueño, la respuesta al estrés, el envejecimiento y la 
inmunidad. Se trata de una molécula con propiedades antioxidantes que ha mostrado un papel 
neuroprotector en las enfermedades de Alzheimer 457, de Parkinson 458 o en la asfixia perinatal 
459. También es de especial relevancia su posible papel como protector mitocondrial, lo que 




2 Efecto de la modulación por rapamicina de la actividad de mTOR 
en modelos de deficiencia de frataxina 
Entre los diferentes compuestos ensayados en el modelo de FRDA de deficiencia de 
frataxina en D. melanogaster, la rapamicina fue uno de los candidatos terapéuticos más 
prometedores. A concentraciones más bajas que el temsirolimus, este inhibidor de la 
actividad de la proteína mTOR, es capaz de mejorar notablemente la capacidad motora de las 
moscas modelo. mTOR es una proteína conservada evolutivamente que integra un gran 
número de señales ambientales e intracelulares para regular el crecimiento y la homeostasis 
en todas las células eucariotas. Su función depende de la formación de dos complejos 
multiproteicos estructural y funcionalmente diferentes, TORC1 y TORC2. De ambos 
complejos, TORC1 ha sido descrito en mayor profundidad y se sabe que regula muchos de 
los procesos principales de la célula, incluyendo la síntesis de proteínas, la biogénesis de 
lípidos o la autofagia 263. 
Con el fin de identificar modificadores genéticos que pudiesen modular los fenotipos 
causados por la deficiencia de frataxina en D. melanogaster, en nuestro grupo se llevó a cabo 
un rastreo genético de rutas bioquímicas implicadas en la fisiopatología de la FRDA. El 
rastreo fue realizado por Sirena Soriano, componente del grupo, como parte de su trabajo de 
tesis doctoral 418. Concretamente, se examinó el efecto de alelos knockdown y de pérdida y 
ganancia de función correspondientes a genes que participan en la homeostasis de metales, 
respuesta al estrés oxidativo, apoptosis y autofagia. Se determinó si los alelos estudiados eran 
capaces de suprimir el fenotipo locomotor en los individuos fhRNAi. El rastreo reveló cuatro 
modificadores de la ruta de señalización de TORC1: Tsc1, S6k, eIF4E1 y Lrrk (Leucine-rich 
repeat kinase) (Figura 45A, Material suplementario). 
Uno de los reguladores más importantes de la actividad de TORC1 es el complejo 
TSC1/2, un heterodímero compuesto por las proteínas TSC1 y TSC2. TSC1/2 regula 
negativamente la señalización de TORC1 mediante la inactivación de la GTPasa Rheb. En 
D. melanogaster, la deficiencia simultánea de Tsc1 y frataxina provocaba semiletalidad en 
los individuos, mientras que la expresión del dsRNA contra Tsc1 (TscdsRNA) no tenía efectos 
negativos en la viabilidad de las moscas control. La expresión de una forma dominante 
negativa de la proteína S6K (S6kDN) 461 mejoraba la capacidad motora de los individuos 




constitutivamente activa de S6K (S6kCA) 461 también inducia semiletalidad en los individuos 
con deficiencia de frataxina. Por otro lado, una mutación de pérdida de función de eIF4E1 
(eIF4E1LOF) era capaz también de revertir los problemas motores de los individuos fhRNAi 
(Figura 45C, Material suplementario). En todos los casos, los alelos de S6k y eIF4E1 no 
tuvieron efectos en la viabilidad o capacidad motora de los individuos control. Por último, se 
observó que la interferencia de Lrrk suprimía el fenotipo de deficiencia de frataxina (Figura 
45D, Material suplementario). Lrrk es el ortólogo en D. melanogaster del gen humano 
LRRK2, cuyas mutaciones pueden causar las formas familiares más comunes y algunos casos 
esporádicos de la enfermedad de Parkinson 462. Estudios in vitro han mostrado que 4E-BP es 
sustrato de Lrrk 463. Debido a estos resultados obtenidos por el grupo, de entre los compuestos 
ensayados en el rastreo farmacológico, decidimos centrarnos en este trabajo en el estudio del 
efecto de la rapamicina en el modelo de FRDA en D. melanogaster. 
En este trabajo hemos observado que la rapamicina reestablece la capacidad motora de 
los individuos con deficiencia de frataxina, en consonancia a lo obtenido con la reducción 
genética de S6k y eIF4E1, factores cuya actividad se ve reducida cuando la actividad de 
TORC1 disminuye. El tratamiento con rapamicina también incrementó la supervivencia de 
los individuos fhRNAi, así como del control. Ya era conocido que la inhibición de TORC1 
puede prolongar la supervivencia en diferentes especies 464,465, y dicho efecto también lo 
hemos observado en condiciones de deficiencia de frataxina en los individuos de nuestro 
modelo de FRDA. 
Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que la expresión de formas dominantes 
negativas de mTOR y S6K y la inhibición de mTOR mediante rapamicina producen, en D. 
melanogaster, resistencia al estrés oxidativo, mientras que el incremento en la señalización 
del eje Rheb-TORC1-S6K sensibiliza a los individuos frente a este tipo de estrés y promueve 
la senescencia temprana de la actividad locomotora 465,466. También se ha descrito, en esta 
especie, que la proteína 4E-BP es importante para la supervivencia bajo diferentes tipos de 
estrés, incluyendo el estrés oxidativo 467. 
En muestras de pacientes de FRDA y en varios modelos de la enfermedad se han 
encontrado altos niveles de marcadores de estrés oxidativo 160,170,179,180. En concordancia con 
estos resultados, los individuos fhRNAi tienen aumentados los niveles de MDA y HAE, 




Las moscas con deficiencia de frataxina también mostraron un aumento en el nivel de GSH 
total, un tripeptido con un papel antioxidante que reduce las cysteinas y grupos -SH oxidados 
y actua como cofactor en enzimas como la glutatión peroxidasa 1 y la glutatión peroxidasa 4 
y la glutaredoxina 2. El tratamiento con rapamicina redujo, de forma significativa, los niveles 
de MDA + HAE y glutatión total en los individuos fhRNAi, restableciendo en cierta medida 
la situación normal observada en los individuos control. Se ha obtenido un resultado similar 
en un modelo de deficiencia de frataxina en levadura, en el que la rapamicina también reduce 
la producción de especies reactivas de oxígeno 468. 
En varios modelos celulares y animales de enfermedades neurodegenerativas la 
inhibición de TORC1 mediante rapamicina ha mostrado tener un papel protector frente a 
diferentes formas de toxicidad. La inhibición de TORC1 produce una inducción del proceso 
de autofagia, lo que puede ser particularmente beneficioso para la eliminación de diferentes 
tipos de proteínas mutantes con tendencia a formar agregados en algunas enfermedades 
neurodegenerativas (enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington, esclerosis lateral 
amiotrófica y otras) 469. Sin embargo, nuestros resultados indican que en condiciones de 
normoxia, la inducción de autofagia no es el mecanismo principal por el que la rapamicina 
protege a los individuos fhRNAi frente al estrés oxidativo causado por la deficiencia de 
frataxina. Nuestros datos muestran que, ni el rescate de la capacidad motora, ni la protección 
frente a ROS en normoxia producidas por el tratamiento con rapamicina se vieron afectados 
por la adición del inhibidor autofágico 3-MA. 
Se ha documentado que la inhibición de TORC1 mediante rapamicina incrementa el nivel 
de los transcritos de diferentes genes con un papel antioxidante en células madre adultas de 
ratón 425 y en el nemátodo C. elegans 426. Por tanto, decidimos estudiar el efecto de la 
rapamicina sobre la actividad de los factores de transcripción FOXO y Cnc (ortólogo en D. 
melanogaster del factor de transcripción humano Nrf2), los cuales controlan la expresión de 
un gran número de genes implicados en la resistencia a diferentes tipos de estrés 426,470. 
Nuestros resultados mostraron que tras el tratamiento con rapamicina aumentaba la expresión 
de genes controlados por Cnc, y que este efecto podía estar mediado por un incremento en la 
translocación nuclear de dicho factor de transcripción. Éste podría ser, en parte, el origen del 
efecto protector de la rapamicina frente al estrés oxidativo causado por la deficiencia de 




Todavía existen aspectos de la regulación del factor de transcripción Nrf2 que son 
desconocidos. No obstante, ya se han descrito varios mecanismos de regulación dependientes 
e independientes de la proteína Keap1 (revisados recientemente en 363). Algunos de estos 
mecanismos podrían explicar un incremento de la actividad de Nrf2 (o Cnc en D. 
melanogaster) mediado por la rapamicina. La Proteína quinasa C es capaz de deshacer la 
asociación entre Nrf2 y Keap1, promoviendo la translocación de Nrf2 al núcleo. Por otro 
lado, la proteína GSK3β promueve la exportación desde el núcleo y la ubiquitinización y 
degradación de Nrf2 a través del proteasoma, por lo que la inhibición de GSK3β también 
puede contribuir a una mejor actividad de Nrf2. Tanto la activación de la Proteína quinasa C 
como la inhibición de GSK3β pueden desencadenarse por un incremento en la señalización 
por PI3K. El tratamiento con rapamicina podría ser capaz de producir este efecto mediante 
un bucle de retroalimentación negativa en la regulación de TORC1 mediado por S6K 471,472 
(Figura 47, Material suplementario). Aunque aún se requiere de un estudio en mayor 
profundidad para conocer cuál es el mecanismo por el que la rapamicina es capaz de 
incrementar la actividad de Cnc en los individuos fhRNAi y control, los mecanismos de 
regulación mencionados podrían ser de importancia en la FRDA. Recientemente, se ha 
estudiado la función de Nrf2 en corazón de un modelo de ratón knockout condicional de 
frataxina en músculo esquelético y corazón (ratón MCK) 473. En dicho estudio se observó que 
en el tejido cardíaco de estos ratones existe una disminución de los niveles total y nuclear de 
Nrf2, junto con un incremento en la actividad de GSK3β. Es por ello que la posible reducción 
de la actividad de GSK3β, a través de la reducción de la actividad de TORC1 mediante la 
ruta de señalización propuesta, podría ser de especial relevancia en algunos de los tejidos 
afectados en la FRDA. El papel terapéutico de la activación de Nrf2 también ha sido puesto 
de manifiesto recientemente en cultivos de motoneuronas de ratón deficientes en frataxina. 
Mediante el tratamiento con el compuesto sulforafano, un potente activador de Nrf2 ya 
probado en ensayos clínicos para otras patologías, se han conseguido corregir varios 
fenotipos morfológicos y bioquímicos de las motoneuronas con déficit de frataxina de      
ratón 474. 
Entre los resultados del presente estudio, hemos encontrado que la autofagia actúa como 
un importante mecanismo protector en los individuos fhRNAi sometidos a un fuerte estrés 
oxidativo externo, como es la hiperoxia, unas condiciones en las que la reducción de la 




acusada 168. En tales condiciones, los tratamientos con rapamicina incrementan la 
supervivencia y la actividad aconitasa en los individuos fhRNAi. Este efecto beneficioso del 
tratamiento es contrarrestado al añadir el inhibidor autofágico 3-MA al medio. Estos 
resultados concuerdan con los de otros estudios 465,475,476 en los que la inducción de autofagia 
mediante rapamicina, o mediante la sobreexpresión o interferencia de genes Atg (autophagy 
related genes) o componentes de la ruta de señalización de TORC1 puede proteger a los 
individuos frente a un fuerte estrés oxidativo externo. Sin embargo, en las condiciones de 
producción endógena crónica de ROS de los individuos fhRNAi, los efectos protectores de 
la rapamicina son debidos más probablemente al aumento de la expresión de genes 
antioxidantes que a la inducción de autofagia. 
Como confirmación de estos resultados, también quisimos comprobar si la modulación 
de la actividad de la proteína mTOR era beneficiosa en un contexto de deficiencia de frataxina 
en un modelo celular humano. Para ello se emplearon células derivadas de neuroblastoma 
humano (línea SH-SY5Y) en las que la expresión del gen FXN se mantenía reducida mediante 
la expresión de un shRNA. Con el fin de modular la actividad de la proteína mTOR, en esta 
ocasión se emplearon los inhibidores ATP competitivos Torin1 y XL388, los cuales, 
utilizados en las condiciones y concentraciones adecuadas, pueden actuar como inhibidores 
de ambos complejos TORC (Torin1) o mayoritariamente del complejo TORC1 (XL388). Se 
observó que en las células con deficiencia de frataxina existía un aumento significativo de la 
producción del radical superóxido en condiciones basales y que el tratamiento con ambos 
compuestos fue capaz de revertir dicho incremento. Este resultado apoya las observaciones 
realizadas en el modelo en D. melanogaster, que indican que una determinada reducción de 
la actividad de TORC1 es beneficiosa para contrarrestar el incremento en el estrés oxidativo 
producido como consecuencia de la deficiencia de frataxina. 
La falta de frataxina también produce varias deficiencias en la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial, que dan lugar a una disminución de la producción de ATP 185,427. 
La modulación de la actividad de TORC1 puede ser beneficiosa para el estado energético de 
las células deficientes en frataxina, debido a que esta ruta de señalización activa mecanismos 
reguladores que pueden incrementar la eficiencia mitocondrial. Bonawitz y colaboradores 428 
mostraron que un mutante nulo de tor1 en levadura exhibía un incremento de la tasa de 
traducción mitocondrial y una mayor abundancia de componentes OXPHOS codificados por 




gran medida por TORC1, es capaz de incrementar la traducción de genes involucrados en la 
fosforilación oxidativa para asegurar la continua producción de ATP, y este efecto se ha 
atribuido a una de las dianas de TORC1, la proteína 4E-BP 429. En consonancia con estos 
resultados, observamos que la inhibición de TORC1 mediante rapamicina incrementa el nivel 
de ATP, tanto en los controles como en los individuos fhRNAi, lo que podría contribuir a la 
recuperación de la capacidad motora y al ligero incremento en la supervivencia. Hemos visto 
que 4E-BP podría también ser el mediador clave en el incremento de ATP tras la inhibición 
de TORC1 mediante rapamicina, puesto que la presencia de un alelo de pérdida de función 
para dicho gen limita en gran medida dicho incremento. 
Finalmente, aunque se ha realizado un gran progreso en la comprensión de la función de 
TORC1, no se puede excluir la posibilidad de que otros mecanismos regulados por este 
importante complejo de señalización puedan estar contribuyendo a la recuperación de los 
fenotipos de los individuos deficientes en frataxina. Es destacable la observación de que 
varios de los efectos beneficiosos producidos por el tratamiento con rapamicina se daban 
tanto en individuos control como en individuos con deficiencia de frataxina. Sin embargo, 
no por ello la ruta de señalización de TORC1 deja de ser una posible diana terapeútica para 
la FRDA debido al hecho de que el incremento del estrés oxidativo en los individuos fhRNAi 
y su resistencia frente a agentes oxidantes externos sí es combatido de forma específica por 
la rapamicina. 
La rapamicina es, desde hace tiempo, un compuesto conocido y aprobado para su uso en 
humanos. Este compuesto y sus análogos (rapálogos) tienen importantes aplicaciones clínicas 
en oncología y en trasplantes 477. Los distintos ensayos clínicos utilizando rapálogos para 
tratar diferentes trastornos proporcionan un extenso cuerpo de conocimientos acerca de la 
seguridad, tolerabilidad y efectos secundarios de estos compuestos 478, lo cual es de gran 
importancia para facilitar la reposicion del fármaco. Entre los efectos secundarios de los 
rapálogos, es importante tener presente la inducción de diabetes e hiperglucemia por tales 
compuestos 479, ya que los pacientes de FRDA tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes 
e intolerancia a la glucosa 1. Además, la administración a largo plazo de rapamicina puede 
no ser favorable en enfermedades crónicas debido a sus efectos inmunosupresores. Es posible 
que, en el contexto de la FRDA, bajas dosis de rapamicina u otros inhibidores de TORC1 
aplicadas de forma controlada puedan ser beneficiosas en combinación con otros fármacos, 




actuando aisladamente, ya que ninguno de los antioxidantes o quelantes ensayados ha 
mostrado ser lo suficientemente efectivo sobre los síntomas neurológicos de la enfermedad 
480. 
En resumen, nuestros resultados muestran que una reducción de la señalización de 
TORC1 en el modelo de FRDA en D. melanogaster es capaz de rescatar varios fenotipos 
causados por la deficiencia de frataxina, similares a algunas de las características clínicas de 
la enfermedad. Estos resultados señalan a la ruta de TORC1 como una nueva y prometedora 
diana terapéutica en el tratamiento de la FRDA. 
3 D. melanogaster como modelo de estudio de la expansión de 
repeticiones GAA 
En las células eucariotas, el DNA se encuentra enrollado alrededor de proteínas histonas 
para formar los denominados nucleosomas, los cuales a su vez son la unidad básica de la 
cromatina. Ésta puede encontrarse en un estado más compactado e inaccesible en forma de 
heterocromatina, o en un estado más laxo, la denominada eucromatina, que permita la 
interacción con el DNA de diferentes factores, como son los que forman parte de la 
maquinaria de transcripción. Además de una importante función en la regulación de la 
expresión génica, el estado de compactación de la cromatina tiene otros papeles como la 
protección frente a la transcripción aberrante de secuencias repetitivas del DNA 481, el 
mantenimiento de la arquitectura nuclear o la formación de las estructuras cromosómicas 
necesarias para el correcto reparto de los cromosomas en la división celular. El estado de 
metilación del DNA, los mecanismos basados en el RNA de interferencia y, muy 
especialmente, todas las interacciones proteicas mediadas por las diferentes modificaciones 
bioquímicas de las histonas, son responsables de las variaciones en el estado de compactación 
de la cromatina, constituyendo los llamados mecanismos epigenéticos. 
D. melanogaster ha sido uno de los organismos que más ha contribuido al desarrollo de 
la epigenética y a la comprensión de las propiedades de la heterocromatina. Mediante 
exposición a radiación, Muller obtuvo un mutante de Drosophila en el que el gen white 
(causante del color de ojo rojo de la mosca) se traslocó desde una región eucromática a una 
región próxima a heterocromatina pericentromérica 482. El resultado fue la expresión 




ojo en mosaico, un fenómeno que fue denominado variegación por efecto de posición (PEV, 
position effect variegation), y que es debido a la propiedad invasiva de la heterocromatina y 
su capacidad de reprimir la expresión de genes cercanos. Los estudios del PEV en Drosophila 
han permitido, en los últimos años, identificar muchos de los factores capaces de modificar 
el estado de compactación de la cromatina 483. 
En la FRDA, la principal causa de la reducción de la expresión del gen FXN se atribuye 
precisamente al hecho de que las repeticiones GAA, cuando alcanzan cierto número, son 
capaces de inducir la formación de heterocromatina 101,484,485, impidiendo la transcripción del 
gen, posiblemente mediante el silenciamiento del promotor y bloqueando el inicio de la 
transcripción 486. Dada la utilidad de D. melanogaster en el estudio de los mecanismos 
epigenéticos, con la salvedad de ciertas diferencias respecto a vertebrados, la utilización de 
este organismo, como modelo de estudio de los mecanismos de represión del gen FXN, puede 
aportar nuevas claves e ideas para una mejor comprensión de la enfermedad. 
En este trabajo de tesis doctoral, se ha completado la generación de un nuevo modelo, en 
D. melanogaster, que permite estudiar el papel de la expansión de repeticiones GAA en la 
inhibición transcripcional de FXN en la FRDA. Este nuevo modelo se ha basado en el empleo 
de una construcción en la que el gen reportero que codifica la luciferasa de luciérnaga se 
encuentra precedido de un número de repeticiones GAA, normal (6) o patológico 
(aproximadamente 220), manteniendo el contexto genómico del gen FXN. Hemos observado 
que la expansión patológica de repeticiones GAA es capaz de reprimir la expresión de la 
luciferasa de luciérnaga, de forma similar a lo que sucede en humanos con el gen FXN. 
Además, se pudo determinar que esta reducción en la expresión del gen reportero estaba 
asociada a un incremento en el nivel de compactación de la cromatina, tal como se ha descrito 
en células de paciente 207. 
La modificación del carbono C5 de la citosina para dar lugar a 5mC es un tipo de marca 
del DNA muy extendida entre los eucariotas 433, que puede ser reconocida por determinadas 
proteínas . La 5mC actúa como uno de los componentes clave en los sistemas de regulación 
epigenética capaces de controlar la transcripción génica 487. Donde más se ha estudiado la 
5mC ha sido en vertebrados, en los que típicamente se da como una modificación simétrica 
del dinucleótido CpG en las denominadas islas CpG, regiones con una alta densidad de este 




responsables del establecimiento (DNMT3a/3b) y mantenimiento (DNMT1) de la 5mC en el 
genoma. Además, existe otra enzima, denominada DNMT2, para la que se postula su 
implicación en la metilación de citosina en el RNA 488. Otras tres proteinas (TET1/2/3), 
pertenecientes a la familia TET (ten-eleven translocation), son responsables de la progresiva 
oxidación de 5mC a 5-hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina y 5-carboxilcitosina 489. 
Como ya se ha mencionado previamente, en el gen FXN existen tres islas CpG, la primera 
de las cuales incluye el exón 1 y se extiende hacia el primer intrón, por lo que varios estudios 
se han centrado en esta región, así como en otros sitios CpG que flanquean las repeticiones 
GAA. Mediante secuenciación por bisulfito, Green et al. 490 observaron el estado de 
metilación en una región adyacente en 5’ a las repeticiones GAA en el gen FXN, tanto en 
linfocitos de pacientes de FRDA como en controles. Comprobaron que tres de los sitios CpG 
estudiados estaban prácticamente siempre metilados en contraposición a la casi total ausencia 
de metilación en los controles para dichos sitios. Posteriormente, Almahdawi et al. 491 
confirmaron en corazón, cerebro y cerebelo de pacientes, la existencia de esta alteración en 
el patrón de metilación de las regiones próximas a las repeticiones, siendo una constante el 
incremento en el nivel de metilación de los sitios CpG aguas arriba de las repeticiones GAA. 
Dichos cambios en el estado de metilación eran similares a los observados, en los mismos 
tejidos, en los ratones modelo YG8 e YG22 en comparación con los ratones control 491. Es 
importante destacar la correlación directa que se ha descrito entre el nivel de metilación en 
sangre en pacientes FRDA con la longitud de las repeticiones, e inversa con la edad de inicio 
de la enfermedad 492. 
El papel de la 5mC en la expresión génica en vertebrados es bien conocido, no obstante, 
existen grandes diferencias en cuanto a su posible función en el resto de especies. Por 
ejemplo, en el nemátodo C. elegans no hay evidencias de la presencia de 5mC. Ciertos 
insectos como la abeja (Apis melifera) sí que presentan ortólogos para los genes codificantes 
de las enzimas DNMT1 y DNMT3 implicados en la formación de diferentes patrones 
genómicos de 5mC 493. Sin embargo, la presencia y función de la 5mC en D. melanogaster 
ha generado cierta controversia en los últimos años. D. melanogaster parece contener 
solamente un ortólogo para el gen codificante de la enzima DNMT2 (metilación de RNA), 
por lo que, aparentemente, no dispondría de los medios necesarios para generar la 
modificación 5mC en su genoma. Sin embargo, sí que posee un ortólogo de los genes 




sugiere la presencia de esta modificación química en D. melanogaster. Inicialmente no se 
pudo detectar la presencia de 5mC en el genoma de esta especie 494,495, pero tras la aplicación 
de técnicas más sensibles se han podido identificar cantidades muy reducidas de 5mC, 
principalmente en embriones de estadios tempranos 496,497. Los estudios más recientes 
también apoyan la existencia de 5mC en D. melanogaster 498. En embriones de estadio 5, la 
metilación del genoma parece darse de forma asimétrica (en una sola de las cadenas), en 
regiones cortas de menos de 75 pb, en motivos ricos en CC o CA y ocupando menos de un 
1% del genoma 499. Además, las regiones metiladas son más comunes en el cromosoma X, lo 
que parece indicar un papel en el mecanismo de compensación de dosis génica. También se 
ha propuesto la posible existencia de un patrón de metilación de dinucleótidos CpG fuera de 
las regiones que aparecen más metiladas 499. 
Decidimos comprobar en nuestro modelo en D. melanogaster el estado de metilación de 
diferentes dinucleótidos CpG, aguas arriba y abajo de las repeticiones GAA, en individuos 
de las cepas GAA-EXP y GAA-CONTROL, para analizar si la expansión de tripletes GAA 
incrementaba el nivel de metilación de la región, como ocurre en pacientes y en modelos de 
FRDA en ratón. Para los sitios CpG estudiados, no se encontraron citosinas metiladas en 
ningún caso, ni tampoco en el resto de citosinas de las regiones estudiadas. Es posible que la 
escasa metilación encontrada en D. melanogaster se dé casi exclusivamente en embriones, 
donde su función podría ser diferente a la observada en vertebrados. Por lo tanto, la expansión 
patológica de repeticiones GAA no está asociada, en nuestro modelo, a un incremento en la 
metilación del DNA. Las causas de la disminución de la expresión del gen de la luciferasa de 
luciérnaga debido a la expansión GAA han de deberse a otros mecanismos que sí estén 
conservados entre Drosophila y humanos. 
Es conocido que la heterocromatina y, como resultado el silenciamiento transcripcional, 
pueden extenderse a las proximidades de regiones del genoma altamente repetitivas como 
son los centrómeros y telómeros 500–502. Se ha observado que las repeticiones GAA pueden 
provocar defectos en el inicio de la transcripción de FXN por medio del silenciamiento del 
promotor, así como también defectos en la fase de elongación del transcrito 490,503–505. Una 
cuestión de gran relevancia en el tratamiento de la FRDA, especialmente si se aplican 
técnicas como la terapia génica, es la determinación del alcance del silenciamiento 
transcripcional provocado por las repeticiones GAA. Esto implicaría que, además de FXN, 




cuestión mediante la técnica de secuenciación masiva de RNA, analizando líneas celulares 
de fibroblastos derivados de pacientes de FRDA e individuos sanos. Los autores midieron la 
expresión de diferentes genes localizados en las proximidades de FXN: PIP5K1B 
(Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5-Kinase Type 1 Beta), FAM122A (family with sequence 
similarity 122A, pseudogen situado en un intrón del gen anterior), PRKACG (protein kinase 
cAMP-activated catalytic subunit gamma) y TJP2 (tight junction protein 2). En el caso de 
FAM122A y TJP2, no se hallaron diferencias en su expresión entre pacientes e individuos 
sanos. Sin embargo, la expresión de PIP5K1B y PRKACG no pudo determinarse debido a 
que se encontraba por debajo de los niveles de detección de la técnica empleada. Tampoco 
se hallaron diferencias para los diferentes genes al estudiar, mediante immunoprecipitación 
de cromatina, la presencia de marcas de histonas como H3K4me2 H3K9ac (asociadas a 
transcripción activa) y H3K9me3 (asociada al silenciamiento transcripcional). 
Un trabajo anterior 432 también había estudiado el posible efecto de las repeticiones GAA 
sobre la expresión de genes próximos a FXN. En dicho trabajo se centraron especialmente en 
el gen PIP5K1B. En fibroblastos de pacientes de FRDA, pudieron observar una producción 
normal de centros hierro-azufre, sin embargo, detectaron varios defectos en el citoesqueleto 
164,506, una situación similar a la descrita en las neuronas de la médula espinal de pacientes de 
FRDA 507. Los autores del estudio sugirieron que estas anomalias podían ser atribuidas al gen 
PIP5K1B, ya que dicho gen está relacionado funcionalmente con la dinámica del 
citoesqueleto de actina 508. La proteína codificada, pip5k1β, pertenece a la familia de enzimas 
PIP5K1, responsables de la generación de fosfatidilinositol(4,5)bisfosfato (PI(4,5)P2) 508, el 
cual es un fosfolípido de señalización esencial para la remodelación de la red de actina 509,510. 
Al cuantificar en fibroblastos de pacientes e individuos sanos el nivel de mRNA de PIP5K1, 
PRKACG y TJP2, el transcrito de PRKACG resultó indetectable, al igual que en el estudio 
de Li et al. 431, y tampoco se hallaron diferencias en la expresión de TJP2. No obstante, sí 
pudieron observar una reducción del transcrito del gen PIP5K1B en los pacientes, que fue 
corroborado comprobando la abundancia de la proteína pip5k1β. Dicha reducción en la 
cantidad de proteína fue confirmada en linfocitos mediante immunofluorescencia por 
citometría de flujo. Los resultados obtenidos al sobreexpresar e interferir la expresión de 
PIP5K1B, permitieron concluir a los autores que la desestabilización de la red de actina en 
los fibroblastos FRDA, se debía al silenciamiento de dicho gen y no a la reducción del 




de PIP5K1B tenga un papel relevante en la patología de la FRDA. La proteína pip5k1β actúa 
en diferentes rutas de señalización y las consecuencias de su depleción pueden ser variadas. 
Dado que la red de actina tiene un importante papel en el control de la actividad del factor de 
transcripción Nrf2 511, el anormal remodelado de esta red puede contribuir a la 
hipersensibilidad al estrés oxidativo observada en la FRDA. Sin embargo, para apoyar esta 
hipótesis, aun es necesaria la confirmación del silenciamiento de PIP5K1B en alguno de los 
principales tejidos afectados en la FRDA. 
Dados estos resultados, nos preguntamos si la expansión GAA podría también afectar a 
otros genes en nuestro modelo en D. melanogaster. Examinamos, mediante RT-qPCR, la 
expresión de 5 genes situados en las regiones vecinas al lugar de inserción de la construcción 
Luc en la cepa GAA-EXP. Para uno de ellos, el gen RFeSP, se observó una reducción 
significativa del nivel de mRNA en comparación con su expresión en la cepa GAA-
CONTROL. Este gen es el más cercano a la construcción con la expansión patológica GAA 
y comprobamos que mostraba un estado de la cromatina más compactado. Estos resultados 
apoyan la hipótesis de que el silenciamiento transcripcional mediado por la expansión de 
repeticiones GAA podría ser capaz de afectar a genes cercanos. Sin embargo, el alcance de 
la expansión de la heterocromatina a partir de las repeticiones GAA podría estar afectado por 
múltiples factores, como la presencia de elementos aisladores como CTCF, y ser variable 
tanto entre pacientes como entre diferentes organismos modelo. 
El estado conformacional de la cromatina depende de una gran variedad de factores y 
componentes. Las propias histonas son proteínas básicas cargadas positivamente con una 
gran afinidad por el DNA cargado negativamente. Las diferentes modificaciones bioquímicas 
a las que están sometidas las histonas pueden, tanto variar su afinidad hacia el DNA por 
cambios electrostáticos o conformacionales, como controlar la interacción con otros 
conjuntos de proteínas 512. Entre las modificaciones mejor estudiadas de las histonas se 
encuentran la acetilación de los residuos de lisina y la metilación de los residuos de lisina y 
arginina. La adición de grupos acetilo reduce la carga positiva de las histonas y su afinidad 
hacia el DNA, lo que supone una de las razones por las que la acetilación suele asociarse con 
un estado transcripcional activo. La metilación, en cambio, no afecta a la carga de las histonas 
y su efecto es la introducción de cambios conformacionales que afectarán al estado de la 




En pacientes FRDA, se ha observado que en las regiones próximas a las repeticiones 
GAA expandidas hay un incremento en modificaciones de histonas propias de la 
heterocromatina: la dimetilación y trimetilación de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me2 y 
H3K9me3), y la trimetilación de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) 112. La 
modificación H3K9me2 está enriquecida en promotores silenciados de genes       
eucromáticos 513, mientras que H3K9me3 está presente en la heterocromatina constitutiva 
como la hallada en las repeticiones teloméricas o satélite. En D. melanogaster, la histona 
metiltransferasa Su(var)3-9 (SUV39H en humanos) es la responsable de catalizar la 
trimetilación H3K9me3, modificación que a su vez es reconocida por la proteína HP1 514. 
HP1 tiene un papel crucial en la formación de heterocromatina, ya que es capaz de dimerizar 
y mantener unidos los nucleosomas adyacentes en una estructura compacta. Por otra parte, 
H3K27me3 se encuentra asociada a la heterocromatina facultativa y al cromosoma X 
inactivado, y a la actividad del sistema Polycomb, capaz también de compactar la cromatina 
y mantener silenciados genes implicados en el desarrollo 515. Es de suponer que la pérdida de 
función de los genes implicados en la formación de la heterocromatina podría reducir la 
represión transcripcional mediada por las expansiones GAA. Tales genes serían, por tanto, 
buenos candidatos para comprobar la utilidad del modelo obtenido en la identificación de 
modificadores del silenciamiento de FXN mediante un rastreo genético. En este sentido, 
analizamos el efecto de mutaciones de pérdida de función y/o knockdowns de 4 genes en el 
modelo animal y tres en el modelo celular, que codifican para la histona desacetilasa HDAC1, 
la histona metiltransferasa Su(var)3-9, la proteína HP1, la proteína E(z) (componente clave 
para la trimetilación H3K27me3, EZH1 y EZH2 en humanos) y Polycomb (proteína de unión 
a cromatina que interactúa con la modificación de H3K27me3). En todos los casos, la pérdida 
de función de cada uno de los genes mostró una tendencia clara a aumentar el nivel de la 
actividad luciferasa en la cepa GAA-EXP y ningún efecto apreciable en la cepa GAA-
CONTROL. Es cierto que los cambios observados en la cepa GAA-EXP no fueron 
significativos, y ello podría explicarse a que en el silenciamiento transcripcional provocado 
por las expansiones GAA estarían participando diferentes mecanismos. Las modificaciones 
H3K9me3 y H3K27me3 están asociadas a dos mecanismos de formación de heterocromatina 
diferentes y no suelen estar solapadas en el genoma de mamíferos 516. En cambio, ambas 
modificaciones se han observado en el gen FXN en pacientes de FRDA 517. Es posible, por 




heterocromatización, no sea suficiente para reestablecer en mayor medida un estado de la 
cromatina más relajado. 
Otro factor importante a tener en cuenta es la dosis del modificador empleado. El análisis 
del efecto del potencial modificador se llevó a cabo en los descendientes del cruce entre la 
cepa GAA-EXP y la cepa portadora de la mutación de pérdida de función del gen 
modificador. Esto supone que en dicha descendencia la mutación del modificador está en 
heterozigosis y, por lo tanto, el otro alelo puede expresarse con normalidad. Es posible que 
la reducción de un 50% de los productos de los genes analizados no haya sido suficiente para 
identificar un incremento significativo de la actividad luciferasa. En línea con esta propuesta, 
encontramos que la utilización de dsRNAs contra los genes modificadores da resultados 
significativos, tanto en el modelo animal como en el modelo celular. En este caso, una mayor 
reducción de los niveles de expresión de los genes Su(var)2-5, Su(var)2-9 y Pc sí tuvo como 
efecto un aumento significativo de la expresión de la luciferasa. 
Ambos modelos con la expansión de repeticiones GAA, el basado en adultos de 
Drosophila y el basado en células S2, podrán ser utilizados de forma conjunta para realizar 
un rastreo genético, a gran escala, de modificadores de la represión mediada por la expansión 
patológica del triplete. Con las células S2 se iniciará un rastreo empleando dsRNAs contra 
prácticamente todos los genes de D. melanogaster. Aquellos genes cuya interferencia sea 
capaz de modificar la actividad del gen reportero Luc serán confirmados posteriormente en 
el modelo de adultos, teniendo la posibilidad de utilizar una mayor variedad de mutantes para 
cada posible modificador. Los resultados obtenidos en esta tesis hacen posible llevar a cabo 
este rastreo, ya que se ha completado la obtención del modelo en adultos, se ha generado un 















1. El déficit de frataxina en el modelo de interferencia en Drosophila provoca una 
reducción significativa de la capacidad motora. Este fenotipo es restaurado a 
niveles similares a las moscas control, tras el tratamiento con compuestos con 
propiedades antioxidantes y/o neuroprotectoras como curcumina, 
dexpramipexol, fenilbutirato y melatonina, así como con los inhibidores del 
complejo TORC1 rapamicina y temsirolimus. 
2. En las moscas del modelo de interferencia de fh, el tratamiento con rapamicina 
incrementa la protección frente al estrés oxidativo endógeno asociado al déficit 
de frataxina. Esta protección se basa en la inducción de enzimas antioxidantes; 
al menos en parte controlada por un aumento de la traslocación al núcleo del 
factor de transcripción Cnc. 
3. Bajo la aplicación de un elevado estrés oxidativo externo (hiperoxia), rapamicina 
disminuye la mortalidad de las moscas modelo e incrementa se actividad 
aconitasa. Este efecto beneficioso de la rapamicina es mediado por la inducción 
de autofagia. 
4. El aumento de los niveles de ATP tras el tratamiento con rapamicina depende de 
uno de los efectores del complejo TORC1, la proteína 4E-BP. 
5. Las proteínas 4E-BP y S6K, efectores de TORC1, participan en el efecto 
beneficioso de rapamicina sobre la capacidad motora de las moscas. 
6. En D. melanogaster, la construcción con el intrón 1 del gen FXN portadora de 
220 repeticiones GAA, reduce la expresión del gen reportero, luciferasa de 
luciérnaga, respecto de la misma construcción con 6 repeticiones GAA. Dicha 
reducción está asociada a una mayor compactación de la cromatina en el 
promotor, en las regiones adyacentes a las repeticiones y en el gen reportero. 
7. La presencia de 220 repeticiones GAA aumenta el grado de compactación de la 
cromatina del locus contiguo a la construcción, el locus RFeSP, disminuyendo 
la expresión de dicho gen. Estos resultados apoyan la naturaleza expansiva de la 





8. La reducción genética de factores involucrados en las modificaciones de las 
histonas H3K9me3 y H3K27me3, y en la compactación de la cromatina es capaz 
de aumentar la expresión del gen reportero precedido de las 220 repeticiones 
GAA. 
9. Los modelos, animal y celular de D. melanogaster, obtenidos en esta tesis, 
constituyen herramientas de trabajo que permiten abordar un rastreo a gran 
escala de genes modificadores de la represión transcripcional provocada por 




















Tabla 15. Efecto de los compuestos ensayados sobre la capacidad motora. Los valores representan 
el efecto de los compuestos en la capacidad motora relativa de los individuos, correspondiendo el 100% 
a los individuos control en el medio Vehículo. Las diferencias en la capacidad motora se analizaron 
mediante un test ANOVA de una via aplicando el test Sidak para comparaciones múltiples a posteriori. 
Los asteriscos representan la significación estadística de la comparación entre el medio con el 




individuos control (%) 
Capacidad motora 
individuos fhRNAi (%) 

















BCS 101 103*** 
Deferiprona 107 87** 
Dexrazoxano 101 80 
TPEN 93 89* 
TTM 95 90* 



























Alfa-tocoferol 106 86 
Alopurinol 101 62 
Celastrol 99 83 
Curcumina 107 101*** 
Dalfampridina 98 83 
Dexpramipexol 102 98** 
Dimebon 91 75 
Fenilbutirato de Na 113* 97** 
Idebenona 101 88*** 
Melatonina 99 99** 
Metformina 99 88 
Metilcobalamina 99 88 
Olesoxime 116** 89 
Piracetam 101 93* 
Pterostilbeno 90 86 
Riluzol 108 87* 
Inhibidores 
TORC1 
Rapamicina 142 *** 100*** 








Figura 45. La reducción genética de la señalización de TORC1 mejora la capacidad motora de 
las moscas deficientes en frataxina. A) Modificadores genéticos de la deficiencia de frataxina 
identificados en D. melanogaster y su posición en la ruta de señalización de TORC1. B-D) Mejora de 
la capacidad motora de los individuos fhRNAi por el efecto de un alelo dominante negativo de S6k (B), 
un alelo de pérdida de función de eIF4E1 (C) y un dsRNA contra Lrrk (D). La capacidad motora expresa 
el porcentaje de individuos que escalaron una altura de 11,5 cm en un tiempo de 16 s. control: w1118; 
actin-GAL4. fhRNAi: UAS-fhRNAi; actin-GAL4. fhRNAi/Modificador: individuos fhRNAi 
portando el alelo correspondiente del modificador. eIF4E1LOF: Alelo de pérdida de función de eIF4E1, 
LrrkdsRNA: dsRNA contra el gen Lrrk. S6kDN: Alelo de forma dominante negativa de la proteína S6K, 
S6kCA: Alelo de forma constitutivamente activa de la proteína S6K, Tsc1dsRNA: dsRNA contra el gen 
Tsc1. Los asteriscos representan la significación estadística de la diferencia en la capacidad motora 
entre los individuos fhRNAi y fhRNAi/Modificador para cada día. En B)-D) se empleó un test t de 






Figura 46. Cruces realizados para la obtención de las cepas GAA-CONTROL y GAA-EXP. Los 
cruces realizados en el proceso seguido para la obtención de ambas cepas del modelo de repeticiones 
GAA en D. melanogaster fueron identicos, con la excepción de que en el caso de la cepa GAA-
CONTROL se utilizó de partida la cepa 6GAA, y en el caso de la cepa GAA-EXP se utilizó la cepa 
220GAA(5). Las cepas de partida para los cruces y los individuos intermediarios obtenidos son 




























Tabla 16. Cruces realizados con las cepas de D. melanogaster y descendencia utilizada en el 



























































GFP.T:Myc.T:nls2}1, y1 w*/In(1)wm4h; PBac{y+ w+mC=UAS-
hsp70-GAA6-L.luciernaga}VK00037/Su(var)2-5































































GFP.T:Myc.T:nls2}1, y1 w*/In(1)wm4h; PBac{y+ w+mC=UAS-
hsp70-GAA220-L.luciernaga}VK00037/Su(var)2-5













dsRNA: double-strand RNA, E(z): Enhancer of zeste, HDAC1: Histone deacetylase 1, Su(var)2-5: Suppressor of 






Figura 47. Mecanismos propuestos para el incremento de la actividad de Nrf2 mediante 
rapamicina. La activación de la PKC y la inhibición de GSK3β favorecen el incremento de la actividad 
de Nrf2. Ambos procesos podrían tener lugar por medio de un incremento en la señalización mediada 
por PI3K, la cual a su vez estaria causada por un bucle de retroalimentación negativa en la señalización 
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